Untersuchungen zur enzymatischen Bleiche von kanariengelber Wolle während der Rohwollwäsche und Charakterisierung der Wollproteine nach Einwirkung von Enzymen by Giehl, Wiebke
  
 
 
 
 
Untersuchungen zur enzymatischen Bleiche von  kanariengelber  
Wolle während der Rohwollwäsche und Charakterisierung der 
Wollproteinenach Einwirkung von Enzymen 
 
 
Von der Fakultät für Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften der  
Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen 
zur Erlangung des akademischen Grades einer Doktorin 
der Naturwissenschaften genehmigte Dissertation 
 
vorgelegt von 
 
Dipl.-Chem. Wiebke Giehl,  
geb. Lorenz  
 
aus Aachen 
 
 Berichter:  Universitätsprofessor Dr. H. Höcker 
   Universitätsprofessor Dr. F.J. Wortmann 
    
 
 Tag der mündlichen Prüfung:  01.08.2003 
 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar
  
 
Die vorliegende Arbeit wurde am Lehrstuhl für Textilchemie und Makromolekulare Chemie 
an der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen unter Anleitung von Herrn 
Prof. Dr. rer. nat. H. Höcker in der Zeit vom Januar 1997 bis Dezember 2000 durchgeführt. 
 
Vor allem gilt mein Dank Herrn Professor Dr. H. Höcker; er hat mich nicht nur an dieses 
interessante Thema herangeführt, sondern meine Arbeit mit stetem Interesse begleitet. Ohne 
seine Fürsprache bei anderen Instituten könnte diese Arbeit nicht in ihrer heutigen Form 
vorliegen. 
 
Zu besonderem Dank bin ich Frau Dr. E. Heine verpflichtet: Auch sie half mir mit Rat und 
Tat und betreute die Entstehung dieser Arbeit mit außergewöhnlichem Engagement. 
 
Herrn Professor Dr. F.-J. Wortmann danke ich für seine Bereitschaft, das Koreferat zu 
übernehmen. 
 
 
Mein größter Dank gilt meiner Mutter und meiner Schwester und im Besonderen meinem 
Mann, ohne deren Hilfe diese Arbeit nie fertig geworden wäre. 
 
1 
INHALTSVERZEICHNIS                                                                                                                                              _    
1 ZUSAMMENFASSUNG.............................................................................................................................5 
2 EINLEITUNG ...........................................................................................................................................10 
2.1 VERUNREINIGUNGEN IN DER ROHWOLLE.................................................................................................10 
2.1.1 Wollschweiß ..................................................................................................................................12 
2.1.2 Wollwachs / Wollfett .....................................................................................................................13 
2.1.3 Schmutz .........................................................................................................................................13 
2.1.4 Proteinische Verunreinigungen (PC) auf der Rohwolle ...............................................................14 
2.2 ROHWOLLWÄSCHE ..................................................................................................................................15 
2.2.1 Vergrauung der Wolle durch PC-Rückstände...............................................................................15 
2.3 KANARIENGELBE WOLLE ........................................................................................................................16 
2.4 ENZYME ..................................................................................................................................................19 
2.4.1 Proteasen ......................................................................................................................................21 
2.4.2 Peroxidasen...................................................................................................................................21 
2.5 BLEICHVERFAHREN IN DER ROHWOLLWÄSCHE .......................................................................................22 
2.5.1 Chemische Bleiche ........................................................................................................................22 
2.5.2 Enzymkatalysierte Bleiche.............................................................................................................22 
2.6 MOLEKULARER UND MORPHOLOGISCHER AUFBAU EINER WOLLFASER...................................................23 
2.6.1 Cortex............................................................................................................................................24 
2.6.2 Cuticula.........................................................................................................................................25 
2.7 EINSATZ ELEKTROPHORETISCHER METHODEN ZUR CHARAKTERISIERUNG MORPHOLOGISCHER 
VERÄNDERUNGEN VON  WOLLPROTEINEN ........................................................................................................27 
2.7.1 Einsatz der SDS Polyacrylamid Elektrophorese...........................................................................28 
2.7.2 Einsatz der IEF .............................................................................................................................29 
2.7.3 2D - Elektrophorese ......................................................................................................................30 
2.7.4 Detektion der Proteinen in Elektropherogrammen und deren Auswertung..................................31 
3 PROBLEMSTELLUNG ...........................................................................................................................32 
4 DURCHGEFÜHRTE ARBEITEN UND DISKUSSION DER ERGEBNISSE ...................................34 
4.1 CHARAKTERISIERUNG DER KANARIENGELBEN WOLLE............................................................................34 
4.1.1 Aminosäurezusammensetzung der kanariengelben Fasern ..........................................................36 
4.1.2 Tryptophangehalt der kanariengelben Fasern..............................................................................38 
4.1.2.1 SDS-PAGE der verschieden Faserpartien.................................................................................................39 
4.2 ENZYMATISCHE BLEICHE DER KANARIENGELBEN WOLLE.......................................................................41 
4.2.1 Einsatz einer Peroxidase...............................................................................................................42 
4.2.1.1 Die Abhängigkeit der Aktivität der Peroxidase vom pH-Wert .................................................................42 
4.2.1.2 Bleicheffekt der Peroxidase......................................................................................................................44 
4.2.1.3 Einfluss der Wasserstoffperoxidkonzentration auf die Bleiche mit Peroxidase........................................45 
4.2.2 Einsatz von Proteasen ...................................................................................................................47 
2 
INHALTSVERZEICHNIS                                                                                                                                              _    
 
4.2.2.1 Einfluss des Tensids auf die Proteaseaktivität ..........................................................................................48 
4.2.2.2 Bleicheffekt der Proteasen........................................................................................................................50 
4.2.2.3 Charakterisierung der durch die Proteaseaktivität bewirkten Faserveränderungen ..................................55 
4.2.2.3.1 Veränderungen der Morphologie der Faseroberfläche durch eine enzymatische Bleiche..............55 
4.2.2.3.2 SDS-PAGE der kanariengelben Wolle nach Proteasebehandlungen..............................................63 
4.2.2.4 Kombinierte Bleiche von Ultraschall und Protease ..................................................................................68 
4.2.2.5 Vergleich der Effektivität von Bleichen mit Proteasen und der Wasserstoffperoxid-bleiche...................70 
4.3 EINFLUSS  VON PROTEASEN IN DER ROHWOLLWÄSCHE AUF DEN GEHALT AN PROTEINISCHEN 
VERUNREINIGUNGEN (PC) ................................................................................................................................71 
4.3.1 Proteinische Rückstände in den Flotten der Rohwollwäsche mit und ohne Enzymbehandlung ...72 
4.3.2 Einfluss des Zusatzes von Proteasen in der Rohwollwäsche auf PC der Wolle............................76 
4.3.2.1 Charakterisierung der PC mittels Aminosäureanalyse..............................................................................78 
4.3.2.2 Charakterisierung der PC mit Hilfe der SDS-PAGE ................................................................................81 
4.4 CHARAKTERISIERUNG VON WOLLE NACH ENZYMEINWIRKUNG ..............................................................83 
4.4.1 Morphologie der Faser im Querschnitt ........................................................................................83 
4.4.2 Gelelektrophoretische Trennung der extrahierbaren Wollproteine..............................................87 
4.4.2.1 Extraktionsverhalten der mit unterschiedlichen Enzymkonzentrationen behandelten Wollproben..........87 
4.4.2.2 Trennung der Wollproteine mittels SDS-PAGE.......................................................................................88 
4.4.2.3 Trennung der Wollproteine mittels IEF....................................................................................................92 
4.4.2.4 Charakterisierung der Wollproteine mittels 2D........................................................................................93 
5 EXPERIMENTELLER TEIL..................................................................................................................95 
5.1 MATERIALIEN..........................................................................................................................................95 
5.2 GERÄTE ...................................................................................................................................................95 
5.3 DURCHFÜHRUNG DER ROHWOLLWÄSCHE IM LABORMAßSTAB ................................................................96 
5.4 EINSATZ VON ENZYMEN IN DER ROHWOLLWÄSCHE ZUM BLEICHEN VON KANARIENGELBER WOLLE......96 
5.5 EXTRAKTION DER PC ..............................................................................................................................97 
5.6 ENZYMBEHANDLUNG VON WOLLE ZUR VERÄNDERUNG DES PC-GEHALTS.............................................97 
5.7 ANALYTIK ...............................................................................................................................................98 
5.7.1 Bestimmung der Gelbwerte ...........................................................................................................98 
5.7.2 Bestimmung der Peroxidase Aktivität ...........................................................................................98 
5.7.3 Bestimmung der Protease Aktivität (TNBS-Test) ..........................................................................99 
5.7.4 Aminosäureanaylse .......................................................................................................................99 
5.7.5 REM-Probenvorbereitung...........................................................................................................100 
5.7.6 TEM-Probenvobereitung.............................................................................................................100 
5.7.7 Tryptophanbestimmung...............................................................................................................101 
5.7.8 Extraktion der Wollproteine........................................................................................................101 
5.7.9 Derivatisierung der Wollproteine ...............................................................................................101 
5.7.10 Elektrophoretische Methoden .....................................................................................................101 
5.7.10.1 SDS-PAGE........................................................................................................................................101 
5.7.10.2 IEF.....................................................................................................................................................102 
3 
INHALTSVERZEICHNIS                                                                                                                                              _    
5.7.10.3 2D Elektrophorese.............................................................................................................................103 
5.7.11 Detektion von Proteinen im Elektropherogramm .......................................................................104 
5.7.11.1 Comassie-Brilliant-Blue-Färbung .....................................................................................................104 
5.7.11.2 Fokussierung .....................................................................................................................................104 
6 LITERATUR ...........................................................................................................................................106 
4 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS_____________________________________________________                               
 
Abkürzungen  
 
(TNBS)  Trinitrobenzosulfonsäure  
2D   zweidimensionale Elektrophorese  
C    Vernetzungsgrad  
CBB   Coomassie Brilliant Blue  
DMC  Dimethylcasein  
DTE  1,4-Dithioeythriol 
EC   Enzyme Commission  
HGT    Glycin-/tyrosinreiche Proteine  
HS   (high sulphur) schwefelreiche Proteine  
IEF   Isoelektrische Focussierung  
IUB  International Union of Biochemistry  
KAP   keratinassoziierte Proteine  
kD  kilo Dalton 
KIF  Keratinintermediärfilamente  
LS   (low sulphur) schwefelarme Proteine 
owf  of wollfibre weight 
PC  Proteinaceous Contaminants (proteinischen Verunreinigungen) 
PCL   Proteinaceous Contaminant Layer 
REM  Rasterelektronenmikroskop 
RWW  Rohwollwäsche 
SDS-PAGE  (Sodium DodecylSulfat- PolyAcrylamid GelElektrophorese) 
T    Total-Acrylamid-Konzentration  
TEM  Transmissionselentronenmikroskop 
TEMED N,N,N’,N‘-Tetramethylethylendiamin 
Tris    Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Trp    Tryptophan  
UHS   (ultra high sulphur) ultraschwefelreiche Proteine 
ZMK  Zellmembrankomplex  
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1 Zusammenfassung 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Möglichkeiten einer enzymatischen Wollbleiche 
innerhalb der durch die Rohwollwäsche vorgegebenen Prozessparameter zu untersuchen. 
Hierbei sollen sich die Behandlungsparameter an den typischen Prozessgrößen der 
Rohwollwäsche orientieren. Insbesondere soll die als besonders problematisch geltende 
kanariengelb verfärbte Wolle durch eine enzymatische Bleiche mit Hilfe einer Peroxidase 
und verschiedener Proteasen behandelt werden und die Bleichwirkung der eingesetzten 
Enzyme sowie deren Einfluss auf die Morphologie der Wollfaser bestimmt werden.  
 
Die zu bleichende Rohwolle, die eine starke kanariengelbe Verfärbung aufweist, wurde 
zunächst mittels Aminosäureanalyse, Tryptophangehaltsbestimmung und SDS-PAGE 
charakterisiert. Dabei wurden drei verschiedene Proben untersucht: die Spitze der Faser, der 
gelbe mittlere Teil der Faser und der untere ‘jüngste‘ Teil der Faser. Die Aminosäureanalyse 
aller drei Proben weist Lanthionin auf, wobei der Lanthioningehalt des gelben 
Faserabschnitts, am höchsten ist. Dieser Hinweis auf eine starke Urinschädigung der Faser 
wurde durch die Tryptophangehaltsbestimmung bestätigt. Das gelelektrophoretische 
Trennungsmuster der extrahierbaren Wollproteine zeigt jedoch nur den witterungbedingten 
Abbau der Wollproteine von der Wurzel zur Spitze und keinerlei Veränderungen, die auf die 
kanariengelbe Verfärbung zurückzuführen sind. 
 
Peroxidasen katalysieren die Oxidation eines Wasserstoffdonors durch Wasserstoffperoxid, 
wobei in diesem  Fall Aminosäurereste der Wolle als Wasserstoffdonoren dienen, und durch 
das Enzym der Bleicheffekt, der vom Wasserstoffperoxid verursacht wird, verbessert werden 
soll.  Die eingesetzte Meerrettich-Peroxidase hat laut Hersteller ihr pH-Optimum bei 7, die 
Rohwollwäsche wird jedoch bei einem pH von 8-9 durchgeführt. Der Aktivitätstest für die 
Peroxidase ergab, dass nur ein geringfügiger Aktivitätsverlust bei diesem pH-Wert auftritt 
und der Einsatz in der Rohwollwäsche möglich ist.  
Bei der Bleiche der kanariengelben Wolle mit der Meerrettich-Peroxidase wurden 
verschiedene Enzym/Wasserstoffperoxid-Konzentrationen geprüft. Dabei zeigte sich, dass 
der erzielte Bleicheffekt nur von der Wasserstoffperoxid-Konzentration abhängt. Die 
Annahme, dass durch den Einsatz der Peroxidase eine bessere Effektivität der 
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Wasserstoffperoxidoxidation erreicht werden könnte, konnte nicht bestätigt werden. Daher 
wurde dieses Enzym als Bleichmittel für kanariengelbe Wolle nicht weiter eingesetzt und 
auch keine weitere Charakterisierung der bereits gebleichten Proben vorgenommen. 
Die Inkubation von Wolle mit Proteasen führt zu einer Verbesserung des Weißgrades. Daher 
sollte in der vorliegenden Arbeit unter bestimmten Bedingungen der Bleicheffekt von 
Enzymen auf Wolle untersucht werden, die eine kanariengelbe Verfärbung aufweist. Es 
wurden drei verschiedene Subtilisin-Proteasen (SP 490; SP 654 und SP 655) eingesetzt.  
Da diese Proteasen direkt in den Rohwollwaschprozess integriert werden sollen, wurde 
zunächst die Enzymaktivität unter dem Einfluss der in Rohwollwäschen eingesetzten 
nichtionischen Tenside getestet. Diese Untersuchungen ergaben, dass keine signifikante 
Aktivitätsänderung durch das Vorhandensein der Tenside auftritt.  
Die Verweilzeit von Wolle in den Bädern der Rohwollwäsche beträgt nur 3 min. Da die 
bisherigen Erfahrungen mit enzymatischen Bleichen jedoch bei relativ langen 
Inkubationszeiten von ca. 60 min gesammelt worden sind, wurde die Verweilzeit in dem Bad 
der Rohwollwäsche, dem das Enzym zugesetzt wurde, auf 10 min bzw. 30 min eingestellt.  
Bei den durchgeführten Versuchsreihen wurden neben den Inkubationszeiten auch die 
Enzymkonzentration von 0,2 über 0,4 auf 0,6 % owf variiert. Dabei zeigte sich, dass mit allen 
drei Enzymen ein Bleicheffekt erzielt werden kann, wobei die mit dem Enzym SP 490 
gebleichte Wolle den höchsten Weißgrad aufweist, gefolgt von der mit der Protease SP 654 
gebleichten Probe.  
Allerdings zeigen die Versuche, dass die Enzymkonzentration einen relativ geringen Einfluss 
auf die erzielte Bleichwirkung hat und die Inkubationszeit der maßgebliche Faktor ist. Dies 
bedeutet jedoch, dass eine derartige Behandlung nicht in den bestehenden kontinuierlichen 
Rohwollwaschprozess integriert werden kann, sondern in einem zusätzlichen Schritt 
durchgeführt werden müsste. 
Ein Vergleich dieser enzymatischen Bleichen mit einer herkömmlichen Wasserstoffperoxid-
Bleiche zeigt, dass letztere doppelt so effektiv ist wie die beste der durchgeführten Protease-
Bleichen. Dies bedeutet, dass der Einsatz von Proteasen als alternatives Mittel zum Bleichen 
von kanariengelber Wolle gegenüber bestehenden Verfahren, wie der 
Wasserstoffperoxidbleiche, nicht konkurrenzfähig ist.  
Ein Versuch, den Bleicheffekt durch die Kombination von Enzymen und Ultraschall zu 
steigern, erwies sich als nicht praktikabel, da die Aktivität der Enzyme bei der Beschallung 
mit Ultraschall signifikant abnimmt. 
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Zur Charakterisierung der durch die Proteaseaktivität bewirkten Faserveränderungen wurden 
zum einen rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen verwendet, um den Einfluss der 
Enzyme auf die Faseroberfläche beurteilen zu können, zum anderen wurden SDS-PAGE- 
Untersuchungen durchgeführt, um den Einfluss der Proteasen auf die Proteinstruktur der 
Wolle zu erkennen. 
Dabei zeigte sich, dass die Behandlung mit der Protease SP 655 selbst bei den längsten 
Behandlungszeiten von 60 min und einer Konzentration von 0,6 % owf nur geringe 
Veränderungen an der Faseroberfläche hervorruft.  
Bei den Proben, die mit den beiden anderen Proteasen behandelt wurden, ist bereits bei einer 
Konzentration von 0,2 % owf eine leichte Veränderung der Cuticulaoberfläche und ein 
Abspreizen der Schuppenkanten zu beobachten. Die Verdopplung der Enzymkonzentration 
führt dann zu einer deutlicheren Schädigung der Faseroberfläche. Eine weitere Erhöhung der 
Enzymkonzentration auf 0,6 % owf führt dazu, dass neben stark beschädigten 
Faseroberflächen auch Fasern zu beobachten sind, bei denen der gesamte Faserverbund 
aufgebrochen ist und die Spindelzellen erkennbar sind. Diese totale Zerstörung des 
Faserverbundes tritt bei den Proben beider Enzyme auf, ist aber bei den mit der Protease SP 
654 behandelten Wollfasern deutlich geringer als bei den Wollproben, die mit der Protease 
SP 490 inkubiert wurden. 
Die gelelektrophoretische Charakterisierung der extrahierbaren Wollproteine der 
enzymbehandelten Proben weisen in fast allen Fällen das für Wolle charakteristische 
Proteintrennungsmuster auf. Lediglich die Probe, die mit 0,6 % owf der Protease SP 654 60 
min lang behandelt wurde, weicht von diesem Muster ab. Hier sind deutlich mehr 
Proteinbanden im mittleren Molekulargewichtsbereich ( ca. 45 – 18 kD) detektierbar. Dies ist 
wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass durch die enzymatische Behandlung der Wolle 
mehr Proteine extrahierbar sind.  
 
Neben der enzymatischen Bleiche kanariengelben Wolle wurde in dieser Arbeit auch der 
Einfluss von Proteasen auf proteinische Verunreinigungen untersucht. Elling hatte in seiner 
Arbeit gezeigt, dass eine Aufhellung der Waschwolle durch eine enzymkatalysierte 
Verminderung der proteinischen Verunreinigungen (PC) möglich ist, wobei die Enzyme in 
einem zusätzlichen Schritt nach der Rohwollwäsche eingesetzt wurden. In dieser Arbeit 
wurde die enzymatische Behandlung mit 0,2 % owf der Proteasen  SP 490 und SP 654 in je 
eines der beiden Spülbäder der Rohwollwäsche integriert.  
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Dabei wurde untersucht, wieviel proteinisches Material in der Waschflotte zu isolieren war, 
wieviel proteinisches Material von den Fasern extrahiert werden konnte und ob es sich bei 
dem isolierten proteinischen Material um PC handelt.  
Dabei zeigte sich, dass der Zusatz der Proteasen jedesmal zu einer erheblichen Erhöhung der 
proteinischen Rückstände führt.  
Die Erhöhung dieser proteinischen Rückstände in den Waschflotten ist auf zwei Ursachen 
zurückzuführen. Zum einen wird durch die Enzymbehandlung mehr proteinisches Material in 
die Flotte abgegeben und zum anderen wird das erneute Aufziehen desselben vermindert, da 
die proteinischen Bruchstücke kleiner geworden sind. Dieser Mechanismus funktioniert 
allerdings im ersten Spülbad besser als im zweiten, was darauf zurückgeführt werden kann, 
dass im ersten Spülbad noch geringe Mengen an Tensid vorhanden sind, die das 
Wiederaufziehen auf die Fasern verhindern.  
Der Gehalt an proteinischen Rückständen, die von den Wollproben isoliert wurden, liegt 5 
mal höher, als der der Referenzproben. Die Aminosäurezusammensetzung der Proben zeigt, 
dass zum einen durch die Enzymbehandlungen ein Abbau des Cystins der Wollproteine zu 
beobachten ist, was mit einem gleichzeitigem Auftreten von Cysteinsäure und Lanthionin 
einhergeht.  
Neben dem isolierten proteinischem Material, dass aus der Wollfaser stammt, werden durch 
die Enzymbehandlungen auch die PC abgebaut. Die Aminosäurezusammensetzung der 
Proben zeigt dass der für dieses Material sehr hohe Prolin-, der Serin- und der Glycingehalt, 
durch die Proteasebehandlungen signifikant abnimmt.  
 
Da Enzyme sowohl reversibel als auch irreversibel inhibiert werden können, wurde im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit auch der in den vorangegangenen Arbeiten bereits 
beobachtete sukzessive Abbau von Wollproteinen durch eine längere Inkubationszeit mit 
Proteasen mittels TEM und elektrophoretischer Methoden untersucht. 
Die Faserquerschnitte zeigen dabei, dass bei Proben, die mit 2,5 % owf einer Protease 
behandelt wurden, Teile der Cuticula und der Endocuticula abgebaut sind, während der ZMK 
noch intakt ist. Bei den Proben, die mit 5 % owf inkubiert wurden, sind dann auch 
stellenweise der ZMK und Teile des Cortex abgebaut. 
Die SDS-PAGE-Untersuchungen der Proben, die mit 0,5 %; 1 %; 1,5 %; 2,5 %; und 5 % owf 
Protease behandelt wurden, zeigen einen sukzessiven Abbau der hochmolekularen 
Wollproteine, wobei bei der Probe, die mit 0,5 % owf Enzym inkubiert wurde, nur ein 
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vermehrtes Auftreten von Banden im mittleren Molekularbereich zu beobachten ist, was sich 
durch die enzymbedingte bessere Extrahierbarkeit erklären lässt. Bei den anderen Proben 
nimmt der Anteil der hochmolekularen Proteine ab, und dafür können mehr Proteinbanden im 
mittleren bzw. niedermolekularen Bereich detektiert werden.  
Die IEF spiegelt diese Tendenz wider. Auch hier nimmt die Gesamtzahl an detektierbaren 
Proteinbanden von der Referenzprobe zu der mit 0,5 % Protease behandelten Probe zu und 
verringert sich dann wieder mit steigender Enzymkonzentration. Dabei wird der Anteil an 
Proteinen, die ihren isoelektrischen Punkt im alkalischen Bereich haben, geringer, und der 
Anteil an Proteinen, die ihren isoelektrischen Punkt im Sauren haben, nimmt mit steigender 
Enzymkonzentration zu. 
10 
__EINLEITUNG                         _____________________________________________________ 
                                                                                                                               
2 Einleitung 
Schafwolle gehört zu den ältesten Materialien, die von Menschen zu Bekleidungszwecken 
verwendet wurde. Der enge Zusammenhang zwischen Wolle, Kultur und wirtschaftlichem 
Reichtum zeigt sich bereits im alten Babylon, das als eine der Wiegen der abendländischen 
Kultur gilt und das übersetzt "Land der Wolle" heißt. Auf einer Vielzahl dort gefundener 
Tontafeln aus der Zeit um 2000 v. Chr. werden Korn, Öl und Wolle als die wichtigsten 
Produkte des Landes beschrieben1. 
Auch heute noch hat die Wolle im Bekleidungssektor eine besondere Stellung, auch wenn sie 
mengenmäßig im textilen Weltmarkt neben Baumwolle und verschiedenen Synthesefasern 
eine eher untergeordnete Bedeutung besitzt. Einer japanischen Einschätzung zu Folge 
stagnierte die Weltproduktion an Wolle im Jahr 2000 bei ca. 1,4 Millionen Tonnen2. Damit 
hat Wolle am Gesamtmarkt zwar nur einen Anteil von ca. 5 %, wegen ihrer besonderen 
Fasereigenschaften ist diese Nischenposition aber im qualitativ hochwertigen und 
hochpreisigen Genre angesiedelt. Die japanische Marktstudie prognostiziert im Wollmarkt 
bei gleichbleibender Gesamtmenge einen stetigen Trend zu höheren Qualitäten, d.h. einen 
zunehmenden Anteil an langen und feinen Fasern (unter 20 µm Durchmesser) mit typisch 
rohwollweißer Farbe2. 
Feinheit und Länge der Wollfaser hängen hauptsächlich von der Schafrasse, der Provenienz 
und der Häufigkeit der Schur ab (Vollschur oder Halbschur). Aber da die Schafe zwischen 
der Schur im Freien leben und in dieser Zeit eine Vielzahl von körpereigenen und 
körperfremden Verunreinigungen im Fell verkleben, hängen Farbe und damit Qualität der 
Wollfaser auch davon ab, wie gründlich und schonend die Verunreinigungen im ersten 
Veredlungsschritt, der Rohwollwäsche, aus dem geschorenen Vlies entfernt werden können. 
 
 
2.1 Verunreinigungen in der Rohwolle  
Als Rohwolle wird im textilen Sprachgebrauch die ungewaschene und unbehandelte Wolle 
bezeichnet, wie sie beim Scheren der Schafe anfällt3. Das bei der Schur gewonnene Wollvlies 
ist stark verschmutzt und verklebt. In Abb.1 ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme 
einer Rohwollfaser neben einer gewaschenen Wollfaser abgebildet. Hier ist deutlich sichtbar, 
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dass die ganze Rohwollfaser von einer Fettschicht überzogen ist, die die einzelnen Cuticula-
Schuppen nur erahnen läßt.  
 
 
WaschwollfaserRohwollfaser
 
Abb. 1. Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Rohwollfaser neben einer gewaschenen 
Wollfaser. 
 
 
In diese Fettschicht sind verschiedene Verunreinigungen eingebettet, die sich nach Truter und 
Anderson in die folgenden vier Kategorien einteilen3,4 lassen: Wollschweiß, 
Wollwachs/Wollfett, Schmutz und proteinische Rückstände (engl.: proteinaceous 
contaminants, PC). Da es sich bei den Verunreinigungen sowohl um die vom Schaf selbst 
produzierten Ausscheidungen und Ausdünstungen, als auch um mineralische und vegetabile 
Bestandteile der jeweiligen Umgebung handelt, variiert der Anteil der einzelnen 
Verunreinigungen nicht nur zwischen den verschiedenen Rassen, sondern auch in 
Abhängigkeit von der jeweiligen Herkunft der Tiere, wie es in Tab. 1 aufgezeigt ist. 
 
Tab. 1. Literaturwerte für den Gehalt an Fremdsubstanzen in % owf auf einer australischen Merino- 
und einer neuseeländischen Crossbredwolle nach Stewart und Anderson et al.5,6,7 
Merinowolle   Crossbredwolle   Fremdsubstanzen 
min max. Mittelwert min max. Mittelwert
Wollschweiß 2,0 12,0 6,1 2,2 18,0 8,0 
Wollfett 10,0 25,4 16,1 1,6 8,5 5,2 
Schmutz 6,3 43,8 19,6 - - 7,9 
PC 4,0 6,0 5,0    
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Tab. 1 zeigt, wie stark der Anteil an Wollschweiß, Wollfett, Schmutz und proteinischen 
Verunreinigungen nicht nur bei verschiedenen Schafrassen variiert, sondern auch innerhalb 
einer Rasse bei verschiedenen Tieren so stark schwankt, dass man nur mit Mittelwerten 
arbeiten kann. Dies ist nicht nur auf Provenienz und Lebensart der Schafe zurückzuführen, 
sondern auch darauf, dass in den vier in Tab. 1 aufgeführten Kategorien teilweise sehr viele 
unterschiedliche organische und anorganische, sowie körpereigene und körperfremde 
Substanzen zusammengefasst werden.  
 
 
2.1.1 Wollschweiß  
Der gesamte, in kaltem Wasser lösliche Anteil des Wollvlieses wird als Wollschweiß 
bezeichnet3 und kann je nach Provenienz, Feinheit und Lage der Wolle im Vlies etwa 2-18 % 
betragen5,7,. Der Schweißextrakt enthält neben Harnstoff, Polypeptidmaterial und Salzen 
organischer Säuren auch verschiedene Aldehyde, Hydroxy- und Ketosäuren, Aminosäuren, 
Dicarbonsäuren, höhere Fettsäuren, einige flüchtige Säuren, sowie Zucker und 
phosphorylierte Zucker. Die meisten dieser Bestandteile sind jedoch keine Sekrete aus der 
Schweißdrüse des Schafes (Katabolite), sondern Metabolite einer mikrobiellen Flora im 
Vlies8.  
Da der kationische Anteil des Wollschweißes bis zu 90 % Kalium enthält, wurde in den 
zwanziger Jahren das sogenannte Schweißwäsche-Verfahren entwickelt, bei dem das Kalium 
aus dem Waschwasser in Form von Pottasche gewonnen wurde5.  
Später ging man dazu über, den hohen Kaliumgehalt des Wollschweißes durch gezieltes 
Einstellen eines alkalischen pH-Wertes beim Waschprozess zur Seifenbildung mit den freien 
Fettsäuren auszunutzen9. Dieser Vorgang, der als ‚Selbstdetergenz-Prinzip‘ bezeichnet wird, 
hilft zwar, erhebliche Mengen an Detergentien einzusparen9, allerdings muss zur optimalen 
Ersparnis an Detergentien dem je nach Provenienz und Rasse der Schafe stark schwankenden 
pH-Wert der einzelnen Wollen Rechnung getragen werden. Beispielsweise können 
Merinowollen pH-Werte zwischen 5,5 und 8,4 aufweisen, während der pH-Wert von 
Crossbred-Wollen zwischen 6,9 und 10,0 variiert5.  
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2.1.2 Wollwachs / Wollfett 
Als Wollwachs wird das Ausscheidungsprodukt der Fettdrüse in der Haut der Schafe 
bezeichnet. Es setzt sich aus Estern, wasserunlöslichen Alkoholen und höheren Fettsäuren mit 
einem Schmelzbereich zwischen 35-40 °C zusammen3. Im Gegensatz zu anderen natürlichen 
Lipiden, wie zum Beispiel Membranlipiden, ist im Wollwachs kein Glycerin enthalten8.  
Generell muss zwar eine Unterscheidung zwischen Wollwachs und Wollfett gemacht werden, 
denn ersteres bezeichnet das Lipidmaterial im Vlies selbst, während es sich bei letzterem um 
die Lipide der Wolle nach der Wollwäsche handelt, aber in den meisten Publikationen wie 
auch im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird für beides der Begriff Wollfett benutzt10. 
Wie in Tab. 1 aufgezeigt, variiert der Wollfettgehalt je nach Wolltyp, jedoch nimmt er im 
allgemeinen mit der Feinheit der Fasern zu10. Der Fettgehalt der Rohwolle ist nicht nur für 
die Rohwollwäsche an sich von essentieller Bedeutung, bei der der Verbrauch von 
Detergentien und Soda und die Anzahl der Waschbäder von seinem Anteil abhängen. Der 
Fettgehalt stellt auch einen erheblichen wirtschaftlichen Faktor dar, da das herausgelöste Fett 
eine wertvolle Creme- und Salbengrundlage darstellt, die aufgereinigt und veräußert werden 
kann und so zur Rentabilität des Gesamtprozesses beiträgt18. Nach dem Waschen sollte der 
Restfettgehalt der Wolle bei etwa 0,4 - 0,8 % liegen5, um eine problemlose Weiterveredlung 
zu ermöglichen, ohne die guten Materialeigenschaften der Faser zu beeinträchtigen. 
 
 
2.1.3 Schmutz  
Die ganz allgemein als Schmutz bezeichneten Verunreinigungen, die sich auf der Rohwolle 
befinden, können zum einen mineralischer Natur sein (Sand und Erde), aber auch Fäkalien 
und Vegetabilien fallen unter diesen Begriff3. Neben diesen Bestandteilen beschrieb Freney11 
1940 epitheliale Bruchstücke als weiteren Bestandteil des Schmutzes. Als Herkunftsort für 
diese epithelialen Bruchstücke vermutete er Bereiche der inneren Wurzelscheide und 
epidermalen Schorf. Da die meisten Bestandteile des Schmutzes wasserunlöslich sind, ist die 
Rohwollwäsche zwangsläufig ein sehr wasserintensiver Prozess - der Schmutz muss bei 
leichter Bewegung in sehr langen Flotten ausgeschwemmt werden. 
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2.1.4 Proteinische Verunreinigungen (PC) auf der Rohwolle 
1981 zeigten mikroskopische Untersuchungen von Anderson an einzelnen Wollfasern in 
wässriger Lösung, dass die Wollfasern von einem stark quellfähigen Material umgeben 
sind12,4. Die späte Entdeckung des quellfähigen Materials rührt daher, dass Wollfasern bis 
dahin nur im trockenen Zustand mikroskopisch untersucht wurden, in dem dieses Material 
fast nicht erkennbar ist13.   
1982 wies Anderson  nach, dass die quellfähige Schicht proteinischen Charakter besitzt. 
Zudem wurde mit Hilfe der Aminosäureanalyse gezeigt, dass diese Proteine eine von Wolle 
unterschiedene Zusammensetzung haben12. Da Anderson der Meinung war, dass die Proteine 
eine vollständige, die Wollfaser umhüllende Schicht bilden in der andere Fremdsubstanzen 
wie Wollfett, Schmutz etc. eingelagert sind, nannte er sie „Protein Contaminant Layer“ 
(PCL)4.  
Die Vorstellung von einer durchgängigen, die Faser umgebenden Proteinschicht wurde 1985 
durch transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Untersuchungen von Orwin und 
Woods14 revidiert.  Sie bestätigten den proteinischen Charakter der Bruchstücke im Wollfett, 
konnten aber zeigen, dass es sich um zelluläre Bestandteile aus den Hautbereichen der Schafe 
handelt und dass diese keine kontinuierliche Schicht ausbilden. Daraufhin wurde der von 
Andersons eingeführte Begriff in „Proteinaceous Contaminants“ (PC) abgewandelt.  
Auch wenn sich die Vorstellung einer kontinuierlichen Proteinschicht (PCL) nicht mehr 
aufrecht erhalten ließ, sind die proteinischen Verunreinigungen (PC) von Anderson weiter 
untersucht worden. Bezogen auf das Trockengewicht der sauberen Wolle liegt der Anteil der 
PC in typischen australischen Merino-Wollen zwischen 4-6 %15, wobei ca. 45 % davon 
wasserlöslich sind16.  
Auch Elling8,17 unterschied in seinen Untersuchungen zwischen löslichen (mit Wasser 
extrahierbaren) und unlöslichen (mit Dichlormethan extrahierbaren) proteinischen 
Verunreinigungen. Er bestimmte die Herkunft des proteinischen Materials auf  Rohwolle, 
indem er von den Extrakten Aminosäureanalysen durchführte und sie mit Hilfe einer 
Mischungskomponentenanalyse quantitativ beschrieb. Die unlöslichen PC auf der von ihm 
verwendeten Rohwolle (Merino- bzw. Puntawolle) setzen sich seinen Untersuchungen zu 
Folge zu 50 - 75 % aus Hautschuppen des Schafes und zu 25 - 50 % aus Bruchstücken des 
stratum corneum zusammen. Die löslichen PC bestehen demgegenüber nahezu vollständig 
aus Schweißpeptiden8. 
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2.2 Rohwollwäsche 
Ein Teil des mineralischen Schmutzes und des Kots wird schon beim Öffnen der für den 
Transport stark gepressten Wollballen ausgelöst. Die anschließende Rohwollwäsche ist ein 
sehr wasserintensiver Veredelungsschritt, in dem der Hauptteil des Wollschweißes, des 
Wollfettes, des Schmutzes und der PC entfernt wird 3,5. 
Um auch die wasserunlöslichen Bestandteile aus den teilweise immer noch dichten 
Haarlocken zu entfernen, und um ein Verfilzen der einzelnen Fasern zu vermeiden, wird die 
Rohwolle bei der Rohwollwäsche mit möglichst wenig Bewegung durch verschiedene Bäder 
mit teilweise sehr langen Flotten (1:100 und größer18) geführt. Den ersten Bädern werden die 
benötigten Mengen an Detergentien zugesetzt, während die letzten Bäder als Spülbäder 
dienen. Zwischen den Bädern, die teilweise auch unterschiedlich temperiert sind, wird die 
Wolle abgequetscht. 
Allerdings lassen sich nicht alle Verunreinigungen in der Rohwollwäsche vollständig 
ablösen, wodurch der Weißgrad und damit Qualität und Marktwert der Wolle vermindert 
wird. Einerseits besitzt die Wolle nach der Rohwollwäsche noch ihre natürliche Eigenfarbe, 
die im wesentlichen von der Schafrasse und der Provenienz abhängt. Zum anderen können 
aber der monatelange Verbleib von Urin und Dung im Schaffell dauerhafte gelbliche 
Verfärbungen der Wolle verursachen5,7. Zusätzlich ist es auch möglich, dass die bei der 
Rohwollwäsche zusammen mit dem Wollfett abgelösten proteinischen Verunreinigungen 
(PC) teilweise während des Waschvorgangs wieder auf die Wolle aufziehen und in einer 
Folgereaktion mit mineralischem Schmutz zu einer Vergrauung der Wolle führen1,19.  
Die enorme Bedeutung, die der Weißgrad für den Verkaufswert der Wolle besitzt, zeigt sich 
darin, dass eine verfärbte Wollpartie durch einen zusätzlichen Arbeitsschritt, meist eine 
oxidative Bleiche mit Wasserstoffperoxid, aufgehellt wird5. Da die Eigenfarbe der Wolle 
durch geeignete Rassenwahl hinreichend beeinflusst werden kann, soll im Folgenden genauer 
auf die Vergrauung der Waschwolle durch PC-Rückstände und die gelbliche Verfärbung 
durch Urin eingegangen werden.  
 
 
2.2.1 Vergrauung der Wolle durch PC-Rückstände  
Während der Rohwollwäsche wird nicht die gesamte Menge an PC entfernt. Es bleibt noch 
ein Rückstand von ca. 0,5 - 1 % owf, auf der Waschwolle. Bateup stellte fest, dass bei 
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industriell gewaschener Wolle der Weißgrad reziprok proportional zu dem Anteil an PC ist19. 
Die proteinischen Verunreinigungen (PC) selbst wirken makroskopisch in ihrer Gesamtheit 
jedoch weiß. Im Lichtmikroskop erscheinen die Hautschuppen jedoch fast transparent, da die 
einzelnen Bestandteile der PC (vgl. Kap. 2.1.4), die Bruchstücke des stratum corneum, 
weitgehend farblos sind. Daher kann die Abnahme des Weißgrades der Wolle bei steigendem 
PC-Gehalt nicht auf die PC selbst zurückgeführt werden. 
Christoe wies in seinen Untersuchungen nach, dass die gequollenen proteinischen 
Verunreinigungen (PC) die Eigenschaft besitzen, mineralischen Schmutz, Staub und Fett 
anzuziehen und postulierte, dass die Bestandteile miteinander ‘komplexieren‘, was zu einer 
Vergrauung der Wollfaser führt20. Der Mechanismus der ‘Komplexierung‘, und ob es sich 
überhaupt um einen Komplex im chemischen Sinne handelt oder nur um ein ungeordnetes 
Konglomerat, wurde nicht geklärt. Die prinzipielle Ursächlichkeit der PC für die Vergrauung 
der Wolle konnte auch von Elling gezeigt werden, der Wolle mit einer alkalischen  Protease 
behandelte und eine Korrelation zwischen der abgelösten Menge an Schmutz und PC und 
dem Weißgrad der Wolle fand8.  
Neben der schmutzbindenden Eigenschaft der PC, die zur Vergrauung der Wolle führt, wird 
ein erhöhter Anteil an PC auf der Waschwolle für eine verstärkte Staubentwicklung während 
des Kämmens und veränderten Färbe- und Verarbeitungseigenschaften des Kammzuges 
verantwortlich gemacht15. 
 
 
2.3 Kanariengelbe Wolle 
Alle Rohwollen weisen eine gelblich-braune Färbung auf, die durch den Schmutz, Wollfett 
und Wollschweiß bedingt ist. Bei einigen Vliesen ist jedoch eine intensivere gelbe 
Verfärbung zu beobachten21. Baker teilte diese gelben Verfärbungen in zwei Kategorien, die 
‘golden colouration’ und die ‘canary colouration’ (kanariengelbe Färbung) ein22.  
Die ‘goldene’ Farbe wird durch das Pigment Lanaurin hervorgerufen21, das dem Bilirubin, 
einem Abbauprodukt des Blutfarbstoffes, ähnlich ist. Weitere externe Ursachen für gelbe 
Verfärbungen von Wolle sind in der Kontamination mit Pilzen, Mikroben und in den aus dem 
Schweiß des Schafes ausgesonderten Pigmenten zu finden23,24. Diese Verfärbungen sind in 
der Regel durch die Wäsche entfernbar und beeinträchtigen daher die Qualität der Wolle 
nicht3.  
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Die kanariengelbe Verfärbung hingegen ist nicht auswaschbar und kann auch durch Bleichen 
nicht entfernt werden25, so dass diese Wollen nicht einheitlich in Pastell- oder hellen Farben 
gefärbt werden können. Ein wichtiges Kriterium für den Wollpreis ist jedoch der Weißgrad 
der Wolle, weshalb kanariengelbe Wolle nur einen viel geringeren Verkaufspreis als weiße 
Wolle gleicher Qualität erzielt 23,24,26,27. 
Diese Art der Verfärbung tritt in einigen Gebieten der Welt während der feucht-heißen 
Jahreszeiten auf. So zeigt z.B. im Norden Indiens nur die im Herbst geschorene Wolle eine 
kanariengelbe Verfärbung, während die Frühlings-Wolle weiß ist21,25,28.  
Auch in den einzelnen Vliesen ist die gelbe Farbe entweder bestimmten Regionen des Stapels 
zuzuordnen oder diffus über das ganze Vlies verteilt.  
Abb.2  zeigt, in welche Qualitätskategorien die Wolle aus den verschiedenen Körperregionen 
im Allgemeinen aufgeteilt ist:   
 
 
 
 
 
Abb. 2. Qualitätsaufteilung der Wolle ja nach Körperteil. Die Qualität der Wolle sinkt mit 
steigender Nummer. 
 
 
Chatterjee versuchte, durch seine Untersuchungen eine Korrelation zwischen den in Abb.2 
gezeigten Körperregionen und der Verteilung der kanariengelben Farbe im Vließ 
aufzufinden25. Er unterteilte die Verfärbungen in dunkel-, mittel- und hellgelb und stellte fest,  
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wieviel Prozent bestimmter Stellen des Vlieses welche Verfärbungen aufweisen. Seine 
Ergebnisse hierzu sind in Tab. 2  dargestellt.  
 
Tab. 2. Prozentualer Anteil kanariengelber Verfärbungen im Vließ bei der Septemberschur 
von Schafrassen der Indo-Gangetischen Ebenen nach Chatterjee25 
Stelle im Vließ Qualitätsnummer in   
 
Abb. 2 
Farbintensität Prozentuales Vorkommen 
der Verfärbung 
dunkelgelb 45 
Hinterteil 5 und 6 
hellgelb 43 
dunkelgelb 37 
mittelgelb 40 Schulter 1 
hellgelb 37 
Rücken 2 und 3 mittelgelb 32 
 
 
Die am stärksten betroffenen Teile sind hinten am Schaf zu finden. Diese Stellen, zu denen 
Oberschenkel und Brand zählen, haben zugleich die schlechteste Wollqualität des Vließes. 
Etwas weniger von der gelben Verfärbung sind die Schultern betroffen. Das heißt prozentual 
tritt die Verfärbung dort geringer auf und ist auch weniger intensiv. Prozentual am wenigsten 
betroffen und zugleich nur in hell gelben Farbtönen ist die Rückenpartie. Diese Verteilung 
zeigt, dass die Intensität der kanariengelben Farbe nicht zwangsläufig mit der Wollqualität 
der einzelnen Körperteile korreliert.  
Die Ursachen für diese Verfärbung sind jedoch noch nicht genau bekannt. Sie wird auf die 
Interaktion bestimmter Bestandteile des Wollschweißes oder des Urins mit der Wollfaser 
zurückgeführt, aber es gibt unterschiedliche Auffassungen darüber, welche Bestandteile dafür 
verantwortlich sind27.  Die Tatsache, dass die am stärksten verfärbten Stellen am Brand des 
Schafes zu finden sind, unterstützt die Vermutung, dass das Auftreten kanariengelber Stellen 
mit dem Urin des Schafes im Zusammenhang steht.  
Untersuchungen zeigten, dass der pH-Wert der wäßrigen Schweißextrakte von den gelben 
Teilen des Vlieses deutlich erhöht ist. Während Schweißextrakte von Schafrassen, die keine 
kanariengelbe Verfärbungen aufweisen durchschnittlich einen pH-Wert von 7,627 aufweisen, 
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werden für Schweißextrakte kanariengelber Partien  pH-Werte bis zu 10,5 gemessen23,30,27. 
Dieser hohe pH-Wert wird von Horare und Stewart auf eine erhöhte Menge an Carbonat im 
Wollschweiß zurückgeführt30. Chipalkatti stellte jedoch fest, dass keine Korrelation zwischen 
dem pH-Wert des Schweißes und den kanariengelben Verfärbungen besteht27. 
Auch ein Zusammenhang zwischen dem Wollfettgehalt und der kanariengelben Verfärbung 
wird kontrovers diskutiert. Hoare und Stewart zeigten, dass bei der von ihnen untersuchten 
neuseeländischen Wolle die kanariengelben Partien einen deutlich höheren Anteil an Wollfett 
aufweisen, als die näher zur Wurzel liegenden weißen Stellen30. Narayan, der russische 
Merinowollen mit kanariengelben Verfärbungen untersuchte, kommt ebenfalls zu dem 
Ergebnis, dass kanariengelbe Wollen mehr Wollfett als weiße haben29.  
Dagegen zeigt Chipalkatti, dass bei den von ihm untersuchten indischen Wollen der 
Zusammenhang von Wollfett und kanariengelber Verfärbung genau umgekehrt ist. Aufgrund 
seiner Forschungsergebnisse schlägt er vor, dass es für die im Wollschweiß enthaltenen 
Pigmente aufgrund der geringeren Mengen an Wollfett leichter möglich ist, in die Faser 
einzudringen und damit die gelbe Verfärbung hervorzurufen27. 
Aminosäureanalysen der gelben Stellen zeigen, dass die gelben Partien der Wollfaser weniger 
Cystin enthalten als die weißen Teile30. Auch die Faserfestigkeit der gelben Wolle nimmt im 
Vergleich zu weißer Wolle leicht zu, während sich andere physikalische und mechanische 
Eigenschaften, wie z. B. der Faserdurchmesser, von kanariengelber und weißer Wolle nicht 
signifikant von einander unterscheiden25. 
 
 
2.4 Enzyme 
Nahezu alle Enzyme sind intra- oder extrazelluläre hochmolekulare Proteine mit einer 
Molmasse zwischen 1 und 400 kD. Enzyme werden als Biokatalysatoren bezeichnet, da sie 
die typische Funktionsweise von Katalysatoren besitzen (Senkung der Aktivierungsenergie 
einer Reaktion durch Bildung eines neuen Übergangszustandes mit niedrigerer Freier 
Energie, keine Beeinflussung der Gleichgewichtslage einer Reaktion) und fast ausschließlich 
in biologischen Systemen vorkommen31,32. 
Zur Beschreibung der Kinetik enzymkatalysierter Reaktionen stellten Michaelis und Menten 
bereits 1913 eine „Enzym-Substrat-Theorie“ auf, die auch heute Gültigkeit besitzt33.  
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Im Gegensatz zu chemischen Katalysatoren bieten Enzyme die Vorteile einer hohen 
Spezifität (Substrat- und Wirkungsspezifität) und milder Reaktionsbedingungen wie niedrige 
Temperaturen und Drücke, sowie physiologische pH-Werte. Nachteile sind die 
Einschränkungen, die sich durch zum Teil sehr enge Temperatur und pH-Bereiche, den 
Einsatz nur geringer Substratmengen und den Reaktionsablauf allein im wässrigen Medium 
ergeben34.   
 
Die Enzyme Commission (EC) der International Union of Biochemistry (IUB) verabschiedete 
1964 eine Nomenklatur, nach der Enzyme entsprechend den von ihnen katalysierten 
Reaktionen in sechs Klassen eingeteilt werden (Tab. 3) 35,36,31.  
 
Tab. 3.      Klassifikation der Enzyme nach der International Union of Biochemistry35 
     Klasse     Katalysierte Reaktion  
 1. Oxidoreductasen     H2, -  bzw. Elektronenübertragung 
 2. Transferasen     Gruppenübertragung  
 3. Hydrolasen     Hydrolytische Spaltung  
 4. Lyasen     Eliminierung und Addition an Doppelbindungen 
 5. Isomerasen     Intramolekulare Umlagerung   
 6. Ligasen     Kondensation unter Verbrauch von ATP 
 
Der Einsatzbereich von Enzympräperaten ist äußerst vielfältig. Sie werden bereits in in der 
Medizin, in der biochemischen Analytik und auch großtechnisch in verschiedenen 
Industriezweigen eingesetzt. 
Speziell im textilen Bereich werden Proteasen in der Waschmittelindustrie eingesetzt. 
Cellulasen finden als schonendere Ersatz für das ‘stonewashing’ von Jeans und bei der 
Verarbeiten von anderen Cellulosefasern beim sog. Biofinishing seit Ende der 1980er Jahre 
Verwendung 34,37. 
Möglichkeiten für den Einsatz von Enzymen in der wollverarbeitenden Industrie ergeben sich 
aus Untersuchungen, die zeigen, dass Enzyme einen positiven Einfluss auf Wolleigenschaften 
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wie z.B. auf Weißgrad, Filzverhalten, ‘Prickle’, Griff und Färbeeigenschaften haben und 
dabei umweltfreundlicher als die bisher angewendeten Verfahren sind 38,39,40,41. 
 
 
2.4.1 Proteasen 
Die Gruppe der Proteasen gehört zu den Hydrolasen und umfasst eine große Anzahl an 
Enzymen. Sie kommen in allen lebenden Zellen vor. Dabei werden zwei Gruppen 
unterschieden: die Exopeptidasen, die nur endständige Aminosäurereste abspalten und die 
Endopeptidasen, die innerhalb einer Polypeptidkette spalten, so dass unterschiedlich große 
Spaltpeptide resultieren43. Proteasen sind relativ kleine monomere Enzyme mit einem 
Molgewicht von ca 15-35 kD42. 
Verwendung finden Proteasen zum einen in der Lebensmittel- und Futterindustrie, sowie bei 
pharmazeutischen Verdauungspräperaten, aber auch beim Gerbeprozess und als 
Waschmittelzusatz43.  Da Untersuchungen ergeben haben, dass die Inkubation von Wolle mit 
Enzymen dieser Enzymklasse zu einer Verbesserung des Weißgrades führt9, soll in der 
vorliegenden Arbeit der Bleicheffekt von Proteasen auf  Wolle untersucht werden, die eine 
kanariengelbe Verfärbung aufweist. 
 
 
2.4.2 Peroxidasen 
Peroxidasen kommen in vielen Pflanzen wie z.B. Meerrettich, Ananas, Kartoffeln, sowie in 
Pilzen, Bakterien und Hefen aber auch in den Leukozyten von Säugetieren vor43. Isoliert 
werden Peroxidasen jedoch meist aus Meerrettich43. 
Peroxidasen katalysieren die Oxidation eines Wasserstoffdonors durch Wasserstoffperoxid 
Dabei können sehr unterschiedliche Substanzen als Wasserstoffdonoren dienen, wie z.B. 
Phenol, Diamine und auch verschiedene Aminosäuren44. Da Wolle aus proteinischem 
Material besteht, können einige Aminosäuren der Wollproteine als Donoren dienen. Die 
dadurch herbeigeführte Veränderung der Aminosäuren der Wollproteine könnte zu einem 
Bleicheffekt führen.  
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Obwohl das Enzym in der Wahl seines Substrats recht unspezifisch ist, kommen als 
Wasserstoffakzeptoren nur wenige Substanzen ( Wasserstoff-, Ethyl- und Methylperoxid) in 
Frage. 
 
 
2.5 Bleichverfahren in der Rohwollwäsche 
2.5.1 Chemische Bleiche 
Eine Bleiche während der Rohwollwäsche wird vor allem bei Wollen angewandt, die von 
sich aus eine relativ ausgeprägte gelbliche Eigenfarbe haben, wie dies z.B. häufig bei 
neuseeländischen Crossbredwollen der Fall ist45.  
Meist wird eine Wasserstoffperoxidbleiche in Kombination mit der Rohwollwäsche 
durchgeführt, wobei die Konzentration an Bleichmittel geringer ist, als bei einer 
Vollbleiche46,47. In der Regel wird das Oxidationsmittel dem letzten Bad der Rohwollwäsche 
zugesetzt, bei einem pH-Wert von 4.0 - 8.047. Die Wolle wird anschließend abgequetscht und 
getrocknet, wobei der eigentliche Bleichvorgang im Trockner stattfindet48. Allerdings kann 
der verbleibende Rest an Wasserstoffperoxid empfindliche Aminosäuren der Wolle angreifen, 
was zu einem weiteren Abbau der Wolle im Verlauf der anschließenden Veredelungsprozesse 
führen kann.    
 
 
2.5.2 Enzymkatalysierte Bleiche 
Eine alternatives Bleichmittel stellen Enzyme dar. Elling konnte durch den Einsatz einer 
Protease in der Rohwollwäsche eine Verbesserung des Weißgrades der Waschwolle erzielen6. 
Dieser Bleicheffekt rührt daher, dass die Protease eine Ablösung der PC von der Faser 
bewirkt, wodurch eine ‘Komplexierung‘ des mineralischen Schmutzes auf der Faser, die zu 
deren  Vergrauung führt, verhindert wird8.  
 
Um Modifizierungen der Wollfaser, die durch Behandlung der Wolle mit Enzymen 
hervorgerufen werden, erkennen zu können, ist es wichtig, etwas über den molekularen und 
morphologischen Aufbau einer Wollfaser zu wissen. 
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2.6 Molekularer und morphologischer Aufbau einer Wollfaser 
Keratinfasern wie Wolle und Haare stellen eine biologische Verbundstruktur dar. 
Kennzeichen für ein solches System ist die Zusammensetzung aus physikalisch und chemisch 
unterschiedlichen Komponenten49. Die Hierarchie der komplexen Feinstruktur von Wolle50  
ist in Abb. 3 dargestellt. 
 
 
Abb. 3.   Feinbau einer Merinowollfaser nach U. Aebi50. Deutlich ist das Verbundsystem aus vielen 
Komponenten zu erkennen. 
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2.6.1 Cortex 
Der Cortex besteht aus dicht gepackten, parallel zur Faserachse angeordneten 
spindelförmigen Zellen, die 80 - 100 µm lang und 3 - 6 µm breit sind51,52. Horio und Kondo 
entdeckten, dass der Cortex aus zwei verschiedenen Zelltypen aufgebaut ist, die als Para- und 
Orthocortex bezeichnet werden53. Der Faserschaft besteht zu 10 - 40 % aus stark vernetzten 
Paracortexzellen und zu 60 - 90 % aus weniger vernetzten Orthocortexzellen52.  Sowohl Para- 
wie auch Orthocortex bestehen nicht aus einzelnen isolierten Spindelzellen, sondern  sind 
durch Verzahnung der fransenartigen Enden der Spindelzellen miteinander zu langen 
Zellreihen verbunden61.  
Die Cortexzellen enthalten, wie in Abb. 3 gezeigt, Makrofibrillen mit einem Durchmesser 
von ca. 0.1 - 0.2 µm, die in ein  proteinreiches,  intermakrofibrilläres Material eingebettet 
sind.  
Die Makrofibrillen setzen sich ihrerseits aus ca. 400 schwefelarmen Mikrofibrillen  
zusammen, die aufgrund ihrer Proteinzusammensetzung und ihres durchschnittlichen Radius 
von 10 nm als 10-nm-Filamente oder Keratinintermediärfilamente (KIF) bezeichnet werden58. 
Da diese Proteine einen niedrigen Schwefelgehalt haben, werden sie auch als schwefelarme 
Proteine bzw. 'low sulphur proteins' (LS) bezeichnet. Diese KIF sind in Interfilamentmaterial 
eingebettet, dessen Proteine reich an  Tyrosin und Glycin sind und daher als glycin-
/tyrosinreiche Proteine (HGT) bzw. als  keratinassoziierte Proteine (KAP) bezeichnet 
werden58,61,54. 
Neben den KIF enthalten die Makrofibrillen des Cortex noch schwefelreiche Proteine (high 
sulphur - HS) sowie ultraschwefelreiche Proteine (UHS), die etwa 50 Gew.-% des Cortex 
ausmachen55. 
 
Das in Abb. 3 dargestellte Wollmodell nach Aebi50 weist insbesondere im Aufbau der 
Mikrofibrillen Unterschiede gegenüber anderen häufig in der Literatur zitierten Modellen, 
z.B. Fraser56, auf. Bereits 1983 postulierte Aebi die Zusammensetzung der Protofibrillen als 
definierte Zwischenstufe zwischen Protofilament und KIF. Diese Protofibrillen haben eine 
Durchmesser von 4,5 nm und setzten sich aus je 2 Protofilamenten zusammen, die wiederum 
im Querschnitt aus zwei antiparallel und versetzt angeordneten Heterodimeren bestehen. 
Die den Protofibrillen zugrundeliegende monomere Einheit ist die Peptidkette des α-
Keratins, die bis zu 55 % aus α -helicalen Bereichen besteht. 
25 
__EINLEITUNG                         _____________________________________________________ 
                                                                                                                               
Diese Wollproteine werden in 5 saure Typ-I-Keratine, die sich aus 392-416 
Aminosäureresten zusammensetzt, und 5 basische Typ-II-Keratine (479-506 Aminosäurreste) 
eingeteilt.  In Abb. 4 ist die Struktur des „ersten Wollproteins“, 8c-1, als repräsentatives 
Beispiel abgebildet.  
 
 
 
Abb. 4. Die Primärstruktur und die Sekundärstruktur des Wollproteins 8c-161 
 
Diese Keratinmoleküle werden in eine zentrale Domäne aus α-helicale Stäbchendomänen, 
bestehend aus vier helicalen Segmenten  (1A, 1B, 2A, und 2B) und zwei endständige 
nichthelicale Domänen am Amino- (N) und am Carboxylende (C) eingeteilt. Die helicalen 
Sequenzen bestehen aus einer Aneinanderreihung von Heptadensequenzen (abcdefg)n und 
sind durch nichthelicale Verbindungsstücke, sogenannte 'linker', miteinander verbunden.  
Aus zwei parallel angeordneten Keratinproteinen - je einem sauren und einem basischen - 
bildet sich ein Heterodimer, das eine zweisträngige Superhelix (coiled coil) ausbildet. Die 
helixstabilisierende Bindung zwischen den beiden Einzelsträngen resultiert zum einen aus 
den hydrophoben Effekt aufgrund der nichtpolaren Seitenketten der α-helicalen Bereiche 
zum anderen aus „Salzbrücken“ zwischen kationische und anionischen Seitenketten der 
Aminosäuren der Polypeptidkette. 
Zwei antiparallel angeordnete Heterodimere bilden ein Tetramer, das die Grundeinheit des 
Protofilaments darstellt, welches dann durch Bündelung von zwei Protofilamenten zur 
Ausbildung einer Protofibrille führt. 3-4 Protofibrillen bilden dann das 
Keratinintermediärfilament (Mikrofibrille).  
 
2.6.2 Cuticula 
Im Gegensatz zum Cortex, der mit ca.  90 % den Hauptbestandteil der Faser bildet, macht die 
Cuticula mit ungefähr 10 % nur einen vergleichsweise geringen Anteil am Gesamtfaser-
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volumen57,58. Sie ist eine verhornte (keratinisierte) Zellhülle und besteht aus 1-3 
Schuppenzellschichten, die eine natürliche Barriere der Faser gegen physikalische und 
chemische Einwirkungen darstellen. Die Schuppenzellen liegen in Richtung der Faserspitze 
dachziegelartig übereinander. Lichtmikroskopische Untersuchungen an isolierten 
Cuticulazellen zeigen, dass eine einzelne geglättete Schuppenzelle ca. 20 µm breit, 30 µm 
lang und 0,5 - 0,7 µm dick ist59. Die Cuticulazellen sind jedoch nicht gleichmäßig um den 
Faserstamm verteilt. Auf der Seite des Paracortex sind die Schuppenzellen um 40 % länger 
als auf der Seite des Orthocortex und auch ihr Überlappungsgrad ist unterschiedlich. Dies 
führt dazu, dass sich auf der Paracortex-Seite eine höhere Anzahl an Schuppenschichten 
befindet und dieser dadurch besser vor äußeren Einwirkungen geschützt ist52. 
 
Als Folge der selektiven Kontrastierung von Proteinen mit unterschiedlichem Schwefelgehalt  
mit Silbernitrat lassen sich mittels TEM die schwefelreiche A-Layer, die darunterliegende 
Exocuticula sowie die dem Cortex am nächsten liegende schwefelarme Endocuticula 
unterscheiden. Dieser schichtartige Aufbau wird in Abb. 5 wiedergegeben.  
 
 
 
Abb. 5 Schematischer Aufbau der Cuticula61 
 
Die Endocuticula hat einen sehr geringen Schwefelgehalt und ist enzymatisch leicht 
abbaubar60. Die Exocuticula weist einen sehr hohen Cystingehalt von ca. 20 mol-% auf. Der 
daraus resultierende hohe Vernetzungsgrad ist für ihre beträchtliche mechanische 
Belastbarkeit und Beständigkeit gegenüber Enzymen und Chemikalien verantwortlich61. Die 
Existenz einer weiteren Komponente der Cuticula, der sogenannten Epicuticula, die als 
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dünne, resistente Membran aus Proteinen und Lipiden beschrieben wird1,51, 62, wird jedoch 
kontrovers diskutiert63,64. 
 
2.7 Einsatz elektrophoretischer Methoden zur Charakterisierung morphologischer 
Veränderungen von  Wollproteinen 
Zur Charakterisierung von Proteinen, die aus Wolle extrahiert wurden, können verschiedene 
elektrophoretische Trennmethoden herangezogen werden, wie z.B die SDS-PAGE (Sodium 
DodecylSulfat- PolyAcrylamid GelElektrophorese), die Isoelektrische Focussierung (IEF) 
und die zweidimensionale Elektrophorese (2D).  
Elektrophorese ist eine elektrokinetische Trennmethode, die auf der unterschiedlichen 
elektrophoretischen Beweglichkeit geladener Teilchen in einem elektrischen Feld basiert.  
Wenn Teilchen, wie z.B. Proteine, eine unterschiedliche Ladung bzw. Ladungsdichte 
besitzen, wandern sie in einem elektrischen Feld unterschiedlich schnell. Ihre 
elektrophoretische Beweglichkeit hängt dabei von der anliegenden Feldstärke, der 
Nettoladung bei bestimmten pH-Werten, der Teilchenform und -größe, der Temperatur und 
dem Reibungswiderstand im Lösungsmittel ab65. 
Die Elektrophorese wird hauptsächlich in der biologischen und biochemischen Forschung, 
der Proteinchemie, der Pharmazeutik, der Molekularbiologie u.ä. eingesetzt66. 
Speziell zur Proteintrennung ist die Elektrophorese hervorragend geeignet, da sich 
verschiedenartige Proteine meist charakteristisch in Größe und Ladung unterscheiden, die 
unter definierten Bedingungen für das einzelnen Protein typisch sind67. 
 
Die wichtigsten Trennmedien für die Protein-Elektrophorese bestehen heute aus 
makroporösen Polyacrylamidgelen. Die heute häufig verwendeten Polyacrylamidgele wurden 
erstmals 1959 von Raymond und Weintraub für die Elektrophorese eingesetzt66. Sie entstehen 
durch Copolymerisation von Acrylamid mit einem Vernetzer (meist N,N-
Methylenbisacrylamid). Diese klaren und durchsichtigen Gele sind zum einen chemisch und 
mechanisch besonders stabil und daher gut handhabbar, zum anderen lässt sich die 
Vernetzung exakt reproduzieren68. 
 
Bei der Verwendung derartiger Gele kommt zu der unterschiedlichen elektrophoretischen 
Beweglichkeit der Ionen noch ein weiterer Trenneffekt hinzu: Aus dem unterschiedlichen 
Vernetzungsgrad des Polyacrylamids ergibt sich eine Struktur, die siebende Eigenschaften 
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besitzt. Die Größe dieser Poren läßt sich durch die Total-Acrylamid-Konzentration T und den 
Vernetzungsgrad C exakt und reproduzierbar  einstellen66,68. 
 
 
2.7.1 Einsatz der SDS Polyacrylamid Elektrophorese 
Mit dem SDS-PAGE-Trennverfahren werden die Moleküle ausschließlich nach ihrer Größe 
getrennt. Zum einen werden die unterschiedlichen Molekülformen durch Spaltung der 
Wasserstoffbrückenbindungen aufgelöst. Zum anderen werden durch die Beladung mit dem 
anionischen Detergens SDS die Eigenladungen der Proteine so effektiv überdeckt, dass 
Teilchen mit konstanter Nettoladung pro Masseneinheit entstehen. Hierbei kommt es in Folge 
hydrophober Wechselwirkungen zu einer Anlagerung von SDS an Proteine im Verhältnis von 
ca. 1,4 g SDS pro Gramm Protein65. Die Annahme, dass sich das Detergenz in einer 
Micellenform bindet wurde ausgeschlossen. Es wird vielmehr davon ausgegangen, dass fast 
alle Proteine nach der Beladung mit SDS eine Schiffstau ähnliche Form annehmen, deren 
Länge ungleichmäßig mit der molekularen Masse des Proteins variiert36.  
Aus der Überdeckung der Eigenladung mit SDS ergeben sich folgende Vorteile66: 
 
-   alle Fraktionen laufen in Richtung Anode 
-   die Trennung verläuft relativ schnell, da die mit SDS beladenen Proteine eine hohe   
    elektrophoretische Mobilität besitzen 
-  durch Zusatz von Molekulargewichtstandarts kann das Molekulargewicht der zu 
    charakterisierenden Proteine bestimmt werden, da die Beweglichkeit der Proteine bei der     
    SDS - PAGE dem Logarithmus ihres Molekulargewichtes proportional ist. 
 
Nach Beendigung der Elektrophorese können die Proteine mit geeigneten Methoden, wie z.B. 
durch Färbung mit Coomassie-Brilliant-Blue, angefärbt und detektiert werden69. 
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2.7.2 Einsatz der IEF 
Bei der Isoelektrischen Fokussierung werden amphotere Substanzen wie Proteine aufgrund 
ihrer unterschiedlichen Eigenladung getrennt. Denn Proteine bewegen sich in einem 
elektrischen Feld so lange, bis ihr isoelektrischer Punkt (IP) mit dem pH-Wert  ihrer 
Umgebung übereinstimmt66,67. Diese Tatsache macht sich die IEF zunutze. Dazu wird ein Gel 
mit einem von der Anode zur Kathode stetig ansteigende pH-Wert hergestellt. Dies wird 
durch die Zugabe von sogenannten Trägerampholyten (z.B. Polyaminopolycarbonsäuren) 
ermöglicht, die in einem elektrischen Feld einen pH-Gradienten stabilisieren67. 
Da die Nettoladung der Proteine pH-Wert abhängig ist, wandern die Proteine im elektrischen 
Feld solange durch den im Gel herrschenden pH-Gradienten, bis ihre Nettoladung Null ist. 
Dieser isoelektrische Punkt ist eine für jedes Protein charakteristische Größe70. In  Abb.6 ist 
das Prinzip der IEF schematisch dargestellt. 
 pH < pI  pH > pI
Isoelektrischer Punkt
(pI)
Netto Ladung pH
pH = pI
 
Abb. 6.  Schematische Darstellung des Prinzips der IEF68 
 
Es ist möglich, mit Hilfe der IEF Proteine zu trennen, deren isoelektrische Punkte sich nur um 
den Wert 0,02 unterscheiden66.  
Das während der Fokussierung entstandene  isoelektrische Muster bleibt auch bei Fortsetzung 
der Trennung stationär, da der Fokussiereffekt der Diffusion entgegenwirkt. Auch hier 
können die Proteinbanden im Gel durch anschließendes Anfärben detektiert werden.  
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2.7.3 2D - Elektrophorese 
Bei der 2D - Elektrophorese werden die beiden bisher beschriebenen elektrophoretischen 
Trennmethoden miteinander kombiniert. Dadurch werden Proteingemische so fraktioniert, 
dass man aus dem Elektropherogramm physikochemische Parameter wie den Isoelektrischen 
Punkt und das Molekulargewicht ablesen und so die untersuchten Proteine komplett 
charakterisieren kann66.  
Handelt es sich bei der ersten Dimension um eine IEF, so wir ein Proteingemisch auf einem 
dünnen Gelstreifen nach den isoelektrischen Punkten der Komponenten aufgetrennt. Der 
Gelstreifen wird anschließend zur Ermittlung des Molekulargewichts der einzelnen Proteine 
auf das SDS-Gel gegeben.  
Als Trennergebnis erhält man eine Art ‚Fleckmuster‘, wie es in Abb. 7 am Beispiel einer      
2-dimensionalen Elektrophorese, die mit Hefezellen-Proteinen durchgeführt wurde, zu sehen 
ist. Bei der Darstellung dieser Elektropherogramme hat sich, in Anlehnung an das 
karthesische Koordinatensystem, durchgesetzt, die Gele so zu legen, dass die Isoelektrischen 
Punkte von links nach rechts ansteigen und das Molekulargewicht von oben nach unten 
abnimmt66. 
 
pH
 
 
Abb. 7.  Beispiel eines 2D Elektropherogrammes von Hefezellen-Proteinen71 
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2.7.4 Detektion der Proteinen in Elektropherogrammen und deren Auswertung  
Nach der Durchführung einer Elektrophorese können die Proteinbanden auf unterschiedliche 
Weise sichtbar gemacht werden. Bei einer Methode, die von Meyer und Lamberts69 1965 
erstmals veröffentlicht wurde und die seitdem noch vereinfacht worden ist, wird der Farbstoff 
Coomassie Brilliant Blue (CBB)72. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 0,5 µg 
Protein /cm2 .Für sehr geringe Mengen an Protein ist die Silberfärbung gut geeignet, da sie 
etwa 100mal sensibler ist als die Anfärbung der Proteine mit CBB73. Allerdings ist nach allen 
Vorschriften die Silberfärbung aufwendiger als  die CBB-Färbung durchzuführen.  
Die Gele werden nach dem Anfärben der Proteinbanden eingescannt. Die so entstandenen 
Elektropherogramme werden dann mit Hilfe von geeigneter Software ausgewertet. Dazu wird 
von einem Elektropherogramm ein Densitogramm erstellt. Hierbei wird ausgenutzt, dass die 
Proteinbanden eine unterschiedliche optische Dichte aufweisen. Diese ist abhängig von der 
Menge der Proteine, die das gleiche Molekulargewicht besitzen und spiegelt sich in der 
Peakhöhe des dazugehörigen Densitogramms wider. Durch Zugabe eines externen 
Molekulargewichtsstandards können bei der Auswertung den einzelnen Proteingruppen 
innerhalb eines Elektropherogramms Molekulargewichte zugeordnet werden. 
Nach Auftrennung der einzelnen Wollproteine durch eine SDS-PAGE können 
Keratinfaserproteine aufgrund ihrer Molekulargewichte unterschieden und in schwefelarme, 
schwefelreiche, ultra-schwefelreiche und glycin-tyrosinreiche Proteine eingeteilt werden74. 
Diese Proteinfamilien lassen sich den einzelnen morphologischen Komponenten der 
Wollfaser zuordnen, wie in Tab. 4 zu sehen ist (vergl.: Kap.2.6.1). 
 
Tab. 4.  Die morphologische Zuteilung extrahierbarer Wollproteine aus unbehandelter 
Merinowolle39. 
Proteinfraktion Gewichtsprozent Schwefelgehalt
in  Gew.-% 
Molekulargewicht  
in kD 
  Vorkommen in 
  der Wolle 
LS 58 1,5 - 2 45 - 50   Intermediärfilamente 
HS 18 4 - 6 14-28 
  Intermediärfilament-      
  assoziierte Proteine 
UHS 8 8 28, 37   Cuticula 
HGT 6 0,5 - 2 9 - 13 
  Intermediärfilament-  
  assoziierte Proteine 
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3 Problemstellung 
 
Der höchste Verkaufsertrag im Rohwollmarkt wird für langstapelige, feine Wollfasern mit 
hohem Weißgrad erzielt; aber neben kalkulierbaren Einflussgrößen wie Schafrasse, 
Provenienz und Häufigkeit der Schur, spielen auch schwer vorhersehbare Parameter wie 
körpereigene und körperfremde Verunreinigungen im Fell der Schafe eine wichtige Rolle. 
Qualität und Verkaufswert der Wollfasern hängen daher davon ab, wie gründlich und 
schonend die Verunreinigungen und Verfärbungen in der Rohwollwäsche aus dem Vlies 
entfernt werden können. Bei Wollen mit ausgeprägter Eigenfarbe oder farbigen 
Verunreinigungen wird zusätzlich zu den Wasch- und Spülschritten der Rohwollwäsche noch 
ein Bleichprozess zur Aufhellung der Fasern angewendet. 
Frühere Untersuchungen haben aber gezeigt, dass die Rohwollwäsche in ihrer derzeit 
durchgeführten Form nicht alle proteinischen Verunreinigungen sicher von der Wollfaser 
entfernt, und auch die oxidative Bleiche hat enge Grenzen, da durch die nicht vermeidbare 
Faserschädigung Probleme in den weiteren Veredlungsschritten (ungleichmäßiges 
Anfärbeverhalten, erhöhte Staubentwicklung und Fadenbruchzahl) auftreten können. Elling 
hat gezeigt, dass eine Aufhellung durch den Abbau proteinischer Verunreinigungen auf 
industrieller Waschwolle mit Proteasen in einem zusätzlichen Arbeitsschritt möglich ist.  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Möglichkeiten einer enzymatischen Wollbleiche 
innerhalb der durch die Rohwollwäsche vorgegebenen Prozessparameter zu untersuchen, um 
den enzymatischen Bleichprozess in den bestehenden Rohwollwaschprozess integrieren zu 
können und einen zusätzlichen Verarbeitungsschritt zu vermeiden. Insbesondere soll die als 
besonders problematisch geltende kanariengelb verfärbte Wolle durch eine enzymatische 
Bleiche mit Hilfe von verschiedenen Proteasen behandelt werden und die Bleichwirkung der 
eingesetzten Enzyme sowie deren Einfluss auf die Morphologie der Wollfaser charakterisiert 
werden. Hierbei sollen sich die Behandlungsparameter an den typischen Prozessgrößen der 
Rohwollwäsche orientieren.  
Hierzu soll zunächst von verschiedenen Enzymen ein Aktivitätsprofil in Abhängigkeit von 
Temperatur, pH-Wert und verschiedenen, in der Rohwollwäsche typischen Tensiden erstellt 
werden. 
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Neben Proteasen sollen dabei auch weitere Enzymklassen eingesetzt werden, und es soll die 
Bleichwirkung von Enzymen unter Zuhilfenahme weiterer innovativer Techniken wie 
beispielsweise Ultraschalleinfluss untersucht werden. 
Proteinische Verunreinigungen auf der Wollfaser sind typische Rückstände des bestehenden 
Rohwollwaschprozesses und können zu einer Vergrauung der Waschwolle führen, da sie in 
der Lage sind, mineralischen Schmutz, Staub und Fett anzuziehen. Der enzymatische Abbau 
der proteinischen Verunreinigungen soll mittels geeigneter Messmethoden wie beispielsweise 
Aminosäureanalysen nachvollzogen werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll 
untersucht werden, ob die enzymatische Aufhellung der Wolle zu einer signifikanten 
Veränderung im Feinbau der Wolle oder einer anderen Schädigung führt.   
Da Enzyme sowohl reversibel als auch irreversibel inhibiert werden können, soll im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit auch der in den vorangegangenen Arbeiten bereits beobachtete 
sukzessive Abbau von Wollproteinen durch eine längere Inkubationszeit mit Proteasen 
untersucht werden. Die dabei auftretenden Veränderungen im Feinbau der Wollfaser sollen 
mit geeigneten Untersuchungsmethoden charakterisiert werden.  
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4 Durchgeführte Arbeiten und Diskussion der Ergebnisse 
4.1 Charakterisierung der kanariengelben Wolle 
Einige Wollen weisen eine kanariengelbe Verfärbung auf, die durch die Rohwollwäsche nicht 
entfernt werden kann (vergl. Kapitel 2.2). Aufgrund ihrer Eigenfarbe werden diese Wollen als 
qualitativ minderwertig eingestuft und erzielen daher auf dem Markt geringe Preise. Um den 
Marktwerte dieser kanariengelben Wollen zu steigern, müssen sie gebleicht werden. Dies 
sollte möglichst kostengünstig und - wenn möglich - umweltschonend geschehen.  
Als eine umweltverträgliche Bleichmöglichkeit für diese Wollen soll in der vorliegenden 
Arbeit der Einsatz von verschiedenen Enzymen geprüft werden. Zu diesem Zweck wurde 
eine Rohwolle von der Bremer Wollkämmerei (BWK) zur Verfügung gestellt, die einen 
hohen Anteil an kanariengelben Stellen aufweist (BWKgelb). Dabei handelt es sich um eine 
Merinowolle aus Südafrika, bei der die Verfärbungen streifenförmig in der Mitte der Faser 
auftreten, wie in Abb. 8 zu sehen ist.  
 
 
 
Abb. 8 Foto einer gewaschenen Probe der südafrikanischen Wolle (BWKgelb). Die kanariengelbe 
Verfärbung ist deutlich als gelber Streifen in der Mitte der Faser zu erkennen. 
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Die Wollfasern dieser Proben haben eine durchschnittliche Feinheit von 23,62 µm und die 
Wolle weist einen pH von 8,9 auf. 
Zur weiteren Charakterisierung der Probe (BWKgelb) wurde  diese zunächst gereinigt, wobei 
die im Labor durchgeführte Rohwollwäsche der bei der BWK verwendeten industriellen 
Rohwollwäsche nachempfunden wurde. Es wurde dabei ein von der BWK zur Verfügung 
gestelltes und nicht näher bezeichnetes nichtionisches Tensid verwendet.   
 
Zur Bewertung der Schmutzablösung durch die Labor-Rohwollwäsche wurden die Rohwolle 
und die Waschwolle mit einer industriell gereinigten Waschwolle (BWK 13409) verglichen 
und auf ihre Feinheit und  Asche-, Fe-, Si-  und Ca- Gehalte hin untersucht.  
 
 
Tab. 5. Bestimmung der Faserfeinheit, des Asche-, Fe-, Si-  und des Ca- Gehalts der Wollprobe 
BWKgelb im Vergleich zu einer industriell gewaschenen Wolle (BWK 13409). 
 BWKgelb   
Rohwolle 
BWKgelb 
Waschwolle 
BWK 13409 
Faser-Feinheit 
(OFDA) 23,62 23,62 21,28 
Aschegehalt       
in Gew.-% 12,64 0,85 0,51 
Fe       g/kg 1,97 0,16 0,0594 
Si       g/kg 132,49 0,73 0,0508 
Ca      g/kg 2,00 2,35 0,35 
 
 
Die in Tab. 5 aufgeführten Werte zeigen, dass die im Labor durchgeführte Rohwollwäsche 
nicht so effektiv ist, wie die industriell durchgeführten Wäsche, da die industriell gewaschene 
Wolle BWK 13409 in allen Bereichen bessere Werte zeigt. Die Tatsache, dass die 
Calciumionen bei der im Labor durchgeführten Wäsche kaum abgelöst werden, lässt eine 
hartnäckige Kontamination der Rohwolle, BWKgelb, mit mineralischem Schmutz erkennen. 
 
Um eine genauere Charakterisierung der kanariengelben Stellen der Waschwolle zu 
ermöglichen, werden die weißen Partien (Faser-Spitze und Faser-Anfangzur Wurzel der Faser hin) und 
36 
__HAUPTTEIL                              __________________________________________________ 
                                                                                                                               
die gelbe Partie (Faser-Mitte) bei einigen Untersuchungen getrennt betrachtet. Im weiteren 
Verlauf der Arbeit werden diese Proben der Einfachheit halber mit ‚Spitze‘, ‚Gelb‘ und 
‚Wurzel‘ bezeichnet.  
Die Charakterisierung dieser Partien erfolgt unter Anwendung folgender Methoden: 
Aminosäureanalyse, Tryptophangehaltsbestimmung, SDS-PAGE und Bestimmung der 
Gelbwerte.  
Die Untersuchungen werden an Wollproben vorgenommen, die die Labor-Rohwollwäsche bis 
einschließlich dem 4. Bad durchlaufen haben.  
Dieses 4. Bad erscheint für den Enyzmzusatz besonders geeignet. Da es sich um das erste 
Spülbad handelt, werden Probleme, die durch evtl. auftretende Wechselwirkungen von den 
zur Rohwollwäsche benötigten Chemikalien und den eingesetzten Enzymen entstehen, 
minimiert. In der industriellen RWW schließt sich an das 4. Bad ein 5. Bad (II. Spülbad) an. 
Bei einem möglichen Einsatz von Enzymen im I. Spülbad würden diese Enzyme wieder 
ausgewaschen. 
 
 
4.1.1 Aminosäurezusammensetzung der kanariengelben Fasern 
In der Literatur wird als einer der Gründe für das Auftreten der kanariengelben Verfärbungen 
die Verunreinigung mit Urin genannt27, was einer Alkalischädigung der Wolle gleich kommt. 
Eine Möglichkeit, Schädigungen der Wollfaser auf molekularer Ebene zu erkennen, ist die 
Bestimmung der in den Proben vorhandenen Aminosäuren. Hierbei werden die Wollproteine 
einer sauren Totalhydrolyse unterzogen und anschließend die Konzentration der einzelnen 
Aminosäuren gemessen. Diese Methode kann Hinweise auf eine evtl. Schädigung der 
Wollfaser liefern und auch  Rückschlüsse auf die Schadensursache zulassen.  
Im Fall der Wollschädigung durch Urin wird sich die Zusammensetzung der Aminosäuren im 
Vergleich zu ungeschädigter Wolle verändern. Besonders das Auftreten von Lanthionin, das 
durch den basischen Abbau von Cystin entsteht, ist ein deutliches Zeichen für eine 
Alkalischädigung von Fasern75. Es müßte daher in den Proben der ‚gelben‘ Teile der Fasern 
detektiert werden können. Dazu wurden Proben der drei Faserabschnitte gelber Wolle 
hydrolysiert und der Aminosäuregehalt bestimmt. 
In Tab. 6 sind die Ergebnisse der Aminosäureanalyse von der einzelnen Faser-Abschnitte im 
Vergleich zu denen einer ungeschädigten Wollprobe aufgeführt.  
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Tab. 6. Aminosäuregehalt der unterschiedlichen Faserpartien der kanariengelben Wolle 
Aminosäuren   mol/100mol 
 unbeh. Kammzug Wurzel Mitte/gelb Spitze 
Cysteinsäure 0,3 0,12 0,28 0,59 
Asparaginsäure 6,5 6,26 6,52 6,39 
Threonin 6,9 7,16 6,83 7,28 
Serin 11,8 10,37 10,33 10,55 
Glutaminsäure 13,0 10,43 11,16 12,04 
Prolin 7,1 7,65 7,11 7,39 
Glycin 8,2 8,67 8,91 9,16 
Alanin 5,4 5,84 5,73 5,98 
Valin 5,8 6,49 6,59 6,56 
Cystin 6,0 6,72 5,66 5,36 
Methionin 0,2 0,43 0,37 0,26 
Isoleucin 2,6 3,43 3,48 3,39 
Leucin 8,6 7,78 8,06 7,77 
Tyrosin 4,0 4,11 4,23 3,71 
Phenylalanin 3,0 2,87 3,07 2,79 
Ornithin - 0,06 0,10 0,09 
Lysin 2,9 2,97 3,02 2,71 
Histidin 0,8 0,91 0,87 0,44 
Arginin 7,1 7,36 6,87 7,09 
Lanthionin - 0,39 0,83 0,47 
 
Bei der Darstellung der Ergebnisse in Tab. 6 sind die Aminosäuren besonders hervorgehoben, 
deren Gehaltsveränderungen für eine Alkalischädigung der Faser signifikant sind.  
Bei der ersten dieser vier gekennzeichneten Aminosäuren handelt es sich um Cysteinsäure, 
die durch die Oxidation des Cystins entsteht. Diese Reaktion wird unter anderem durch 
Bewitterung hervorgerufen, so dass der Cysteinsäuregehalt von der Wurzel zur Spitze der 
Faser hin stetig ansteigen sollte, was die Ergebnisse der Analyse auch bestätigen. Die Probe 
'Spitze' entspricht diesen Erwartungen und enthält, mit 0,587 mol/100 mol, im Vergleich zur 
Probe ‚Gelb‘ die doppelte Menge dieser Aminosäure.  
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Das Auftreten von Lanthionin weist, wie oben erwähnt, auf eine alkalische Schädigung hin, 
die wahrscheinlich durch den Verbleib von Urin auf der Faser hervorgerufen wird75. Der 
Lanthioningehalt der gelben Faserpartien ist mit 0,828 mol/100 mol doppelt so hoch, wie der 
Gehalt der anderen beiden Partien. Dies bedeutet, dass dieser Teil der Faser stark 
alkaligeschädigt ist. Die Tatsache, dass auch schon in der ‚Wurzel‘-Probe Lanthionin 
nachgewiesen werden kann, bedeutet jedoch, dass die gesamte Wollprobe sehr stark 
uringeschädigt ist. Auch die anderen in Tab. 6. hervorgehobenen Aminosäuren weisen auf 
eine Urinschädigung der Faser hin75 und bestätigen damit die Annahme, dass zumindest eine 
der Ursachen für die kanariengelben Verfärbungen in der Kontamination der Wolle durch 
Urin zu finden ist. 
 
 
4.1.2 Tryptophangehalt der kanariengelben Fasern 
Bekanntermaßen wird Tryptophan oxidativ oder durch den Einfluss von Säuren abgebaut76. 
Allerdings kann diese Aminosäure nicht mit Hilfe der Aminosäureanalyse bestimmt werden, 
da sie bei der sauren Hydrolyse zerstört wird31. Daher wird der Tryptophangehalt mit Hilfe 
einer geeigneten Methode76 gesondert bestimmt. 
Hierzu wurden die beiden weißen Partien (‚Wurzel‘ und ‚Spitze‘) zusammen untersucht und 
mit den Ergebnissen, die sich für die kanariengelbe Faserpartie ergeben, verglichen.  
Wie aus Tab. 7 ersichtlich, ist der Tryptophan-Gehalt der gelben Stelle um 1,02 mg Trp/g 
Wolle geringer als der der weißen Partien, was eine Abnahme um rund 12,5 % bedeutet. 
 
Tab. 7. Tryptophan-Gehalts Bestimmung der gelben und weißen Partien der Wollprobe  
Probe Einwaage  / mg mg Trp / gWolle 
weiße Stellen 54,4 8,18 
gelbe Stelle 54,4 7,16 
 
 
Diese signifikante Abnahme des Tryptophangehaltes im kanariengelben Bereich der 
Wollfaser weist auf eine oxidative Schädigung der Fasern hin. Da Oxidationen im alkalischen 
Medium schneller von statten gehen, lässt sich die deutliche Abnahme an Tryptophan in den 
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gelben Faserpartien so erklären, dass diese Partien in ein alkalisches Medium getränkt waren, 
und es dadurch dem Luftsauerstoff möglich war die Fasern an diesen Stellen stärker 
anzugreifen. Dieses Ergebnis unterstützt die  Vermutung, dass die kanariengelbe Verfärbung 
im Zusammenhang mit einer starken Urinkontamination der Fasern steht, da Urin ein 
alkalisches Medium darstellt.  
 
 
4.1.2.1 SDS-PAGE der verschieden Faserpartien 
Die elektrophoretische Fraktionierung der Wollproteine bietet die Möglichkeit festzustellen, 
ob eine Faserschädigung zu einer Modifizierung der Proteinstruktur der Wollfaser geführt 
hat. Eine solche Modifizierung der Wollproteine ist erkennbar an einer Veränderung des für 
unbehandelte, ungeschädigte Wolle charakteristischen Bandenmusters. 
Zur elektrophoretischen Fraktionierung werden die löslichen Wollproteine nach einer 
Methode von Marshall77 extrahiert. Durch die reduktive Spaltung der Cystinbrücken mit DTE 
werden dabei reaktive Thiolgruppen gebildet. Um diese vor Rekombination unter erneuter 
Disulfidbrückenbildung bzw. vor Oxidation zu Cysteinsäure zu schützen, werden 
Schutzgruppen eingeführt, die die Thiolgruppen des Proteins blockieren und diese 
Reaktionen verhindern. Als Probenvorbereitung für die SDS-PAGE mit anschließender 
Detektion der Proteine mit Coomassie Brilliant Blue eignet sich die Derivatisierung mit 
Iodacetamid78. 
 
W SH + I C
H2
O
NH2 -HI
W SH C
H2
O
NH2  
 
 
Nach der Extraktion und Derivatisierung wurden die drei verschieden Faserpartien der 
BWKgelb mittels SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht getrennt, um festzustellen, ob die 
kanariengelbe Partie der Wolle ein von 'normaler' Wolle abweichendes 
Proteintrennungsmuster zeigt. Ein solch ‘abweichendes Proteintrennungsmuster‘ würde 
bedeuten, dass die Stellen mit kanariengelber Verfärbung nicht nur Veränderungen in der 
(1) 
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Aminosäurezusammensetzung aufweisen, sondern auch eine Modifizierung der Wollfaser auf 
molekularer Ebene zeigen.  
In (Abb. 9) sind die bei der Auswertung des SDS-PAGE Elektropherogramms erhaltenen 
Densitogramme der Faserspitze, Fasermitte (gelb), und Faserwurzel abgebildet. Das 
Proteintrennungsmuster der extrahierbaren Wollproteine dieser Proben weist jedoch keine 
Besonderheiten für die gelben Stellen der Wolle auf. Es ist lediglich der normale, durch 
Witterung bedingte Abbau der Proteine zu erkennen. Als Folge der Bewetterung laufen 
verschiedene photochemische Prozesse in der Faser ab, wie z.B. Photolyse und 
Photooxidation von Cystinresten und photooxidative Spaltung der Proteinketten. Dies zeigt 
sich schon bei geringer Bewitterung in einem Intensivitätsverlust der Proteinbanden der 
schwefelarmen Proteine im Vergleich zu den Intensitäten dieser Banden unbewetterten 
Proben79.  
 
 
‚Spitze‘‚Gelb‘
‚Wurzel‘
kD 17214560 71026
 
 
Abb. 9. Vergleich der Densitogramme  der SDS-Gelelektrophorese von den drei Proben: Spitze, Gelb, 
Wurzel. 
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Der Vergleich der Densitogramme zeigt auch, dass die größeren Proteine im Low-Sulfur-
Bereich (<45 kD) von der Wurzel zur Spitze hin abgebaut werden. Neben dem 
witterungsbedingten Abbau der extrahierbaren Wollproteine ist jedoch keine weitere 
Besonderheit im Proteintrennungsmuster des kanariengelben Bereiches im Vergleich zu 
'normalen' Wollen detektierbar.  
Allem Anschein nach werden mögliche Modifizierungen im Proteintrennungsmuster, die auf 
die Alkali- bzw. Urinschädigung dieser Stellen zurückzuführen wären, von der durch die 
Bewitterung bedingten Veränderung überlagert. 
 
 
4.2 Enzymatische Bleiche der kanariengelben Wolle 
Da weiße Wolle den höchsten Verkaufswert erzielt, ist man bemüht, kanariengelbe Wolle zu 
bleichen. Dies sollte, wie bereits erwähnt, möglichst kostengünstig umweltschonend 
geschehen.  
Als eine umweltverträgliche Bleichmöglichkeit dieser ‚Problemwolle‘ soll hierbei der Einsatz 
von verschiedenen Enzymen auf den zu erzielenden Bleicheffekt hin untersucht werden.  
Aus bisherigen Untersuchungen ist bekannt, dass der Einsatz von Proteasen bei 'normaler' 
Wolle zu einer Erhöhung des Weißgrades führt38,39. Daher soll untersucht werden, ob sich 
diese Enzymklasse auch zur Bleiche der problematischen kanariengelben Wolle eignet.   
Eine weitere Enzymklasse, mit der eventuell eine Bleichwirkung erzielt werden kann, ist die 
der Peroxidasen. Diese Enzyme katalysieren die Oxidation eines Wasserstoffdonors durch 
Wasserstoffperoxid. Als Wasserstoffdonoren können dabei sehr unterschiedliche Substanzen 
dienen, wie z.B. Phenol, Diamine und verschiedenen Aminosäuren. Da Wolle aus 
proteinischem Material besteht, könnten Aminosäuren der Wollproteine als Donoren 
fungieren und die so herbeigeführte enzymkatalysierte Veränderung der Wollproteine könnte 
dann zu einem Bleicheffekt führen, der nicht allein vom Wasserstoffperoxid verursacht wird. 
Denn die stoffliche Ursache für die kanariengelbe Farbe der Wollfaser ist nicht bekannt, und 
es könnte durchaus möglich sein, dass die Substanz (oder Substanzen), die die Färbung 
verursacht (bzw. verursachen), bei der enzymatischen Oxidation als Wasserstoffdonor dient 
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(dienen) und sich dabei oxidativ so verändert (verändern), dass der Gelbton der Faser 
verringert wird oder gar verschwindet. 
Der Einsatz dieser Enzyme soll direkt in den bestehenden Rohwollwaschprozess integriert 
werden, um die Einführung eines zusätzlichen Prozessschrittes zu vermeiden, der mit 
zusätzlichen Kosten verbunden wäre. 
Deshalb sollen die Enzyme im 1. Spülbad, d.h. im 4. Bad der Rohwollwäsche eingesetzt 
werden. Dieser Prozessschritt eignet sich hierfür besonders gut, da keine neuen Chemikalien 
zugesetzt werden, die Chemikalien aus dem vorhergehenden Bad weitestgehend durch 
Schleudern bzw. Abquetschen entfernt worden sind (vgl. Kap. 5.3) und zudem die 
Temperatur für den Einsatz der gewählten Enzyme gut geeignet ist. 
 
 
4.2.1 Einsatz einer Peroxidase 
Als erstes wurde der Bleicheffekt einer Meerrettich-Peroxidase untersucht. Das hier 
eingesetzte Enzym hat laut Beschreibung des Herstellers sein pH-Optimum bei einem pH-
Wert von 7. Die zu bleichende Wolle weist jedoch schon einen pH Wert von 8,9 auf, und die 
Rohwollwäsche wird bei einem pH  von ca. 8-9 durchgeführt. Es war daher zu prüfen, ob 
dieses Enzym unter diesen Bedingungen aktiv ist. 
 
 
4.2.1.1 Die Abhängigkeit der Aktivität der Peroxidase vom pH-Wert 
Bevor die Peroxidase in den Rohwollwaschprozess integriert werden kann, muss daher 
geprüft werden, ob sich die Enzymaktivität bei einem pH Wert, der höher als 7 ist gravierend 
verringert oder das Enzym eventuell überhaupt keine Aktivität mehr zeigt, d.h. es auf Grund 
des alkalischen pH-Werts desaktiviert wird. 
Für die Bestimmung der Peroxidaseaktivität gibt es verschiedene Methoden. Bei den hier 
durchgeführten Aktivitätsbestimmungen wurde die Aktivität der ausgewählten 
Meerrettichperoxidase mittels eines Aktivitätstests nach Worthington43 bestimmt. 
Peroxidasen katalysieren die Reduktion von Peroxiden unter gleichzeitiger Oxidation eines 
Substrates. In dem angewandten Aktivitätstest katalysiert die Peroxidase die Reduktion von 
H2O2, wobei  4-Amino-antipyrin als Substrat, d.h. als Wasserstoffdonator dient.  
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Die durch das Enzym bewirkte Oxidation dieses Substrats kann über eine Messung der 
Extinktionszunahme bei 510 nm spektroskopisch verfolgt werden. Eine Peroxidase-Einheit 
nach Worthington43 entspricht hierbei der Enzymmenge, die unter den angegebenen 
Bedingungen (25 °C) die Zersetzung von 1 µmol Wasserstoffperoxid pro Minute bewirkt. Die 
Berechnung der Aktivität erfolgt dabei über Gl. 2: 
 
EW * 6,58
E510 * 3
= Einheiten/mg
 
 
E510  =  Extinktionszunahme pro Minute bei 510 nm  
3  =  Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes in ml 
Ew  =  Einwaage des Enzyms in mg pro 0,1 ml eingesetzte Lösung 
6,58 =  1 Einheit bewirkt eine Extinktionszunahme in einem Reaktionsvolumen (in ml) von 6,58 pro Minute  
 
 
Die Ergebnisse dieses Aktivitätstest sind in Tab. 8 dargestellt. Es wird deutlich, dass die 
Aktivität der Peroxidase nicht bei pH 7, wie der Hersteller angibt, sondern bei pH 7,5 am 
höchsten ist.  
 
 
Tab. 8. Peroxidase-Aktivität gemessen bei unterschiedlichen pH-Werten.  
 pH - Wert Einheiten/mg  
 6,0 18,2  
 6,5 18,2  
 7,0 18,6  
 7,5 19,1  
 8,0 18,2  
 8,5 18,2  
 9,0 18,1  
 
Die Ergebnisse zeigen auch, dass die Peroxidase bei pH 8,5 bzw. 9 eine hohe Aktivität 
aufweist. Diese Daten bedeuten, dass keine Probleme mit der Enzymaktivität bei dem Einsatz 
der Peroxidase in die Rohwollwäsche zu erwarten sind.  
(2) 
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4.2.1.2 Bleicheffekt der Peroxidase 
Da die kanariengelben Stellen in der Wolle stark in ihrer Intensität variieren, wurde der 
Gelbwert (Lichtart D 65) einer Probe vor und nach der Behandlung gemessen, um die 
erhaltenen Werte mit einander vergleichen zu können.  
Da bisher keine Erfahrungen mit dem Einsatz von Wolle als Substrat für Peroxidasen 
gemacht wurden, wurde das in dem Aktivitätstest angegebene Enzym-Substrat Verhältnis als 
Grundlage für den Einsatz dieses Enzyms für die Reaktion mit Wolle verwendet. Das 
Verhältnis von 4-Amino-antipyrin zu der Peroxidase, das im Worthington-Aktivitätstest43 
1:7000 Gew./Gew. beträgt, wurde so auf das Peroxidase:Wolle Verhältnis übertragen. 
Aus Abb. 10 ist ersichtlich, dass der mit dieser Enzymmenge erzielte Bleicheffekt, der eine 
Differenz der gemessenen Gelbwerte von 3,8 ergibt, gering ist. Daher wurde dieses 
Grundverhältnis von 1:7000 über 1:3500 und 1:700 zu 1:350 vergrößert. 
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Abb. 10. Vergleich der Effektivität der Bleiche von kanariengelber Wolle mit unterschiedlichen 
Peroxidase zu Wolle Verhältnissen. 
 
 
Pox = Meerrettichperoxidase 
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Dabei zeigte sich, dass der Bleicheffekt mit steigender Menge an Substrat kontinuierlich 
zunimmt. Allerdings führt die zwanzigfache Menge an Enzym nur zu einer knappen 
Verdreifachung des Bleicheffekts.  
Bei einem solch hohen Enzym/Substrat Verhältnis wird der Einsatz der Peroxidase als 
Katalysator für eine Bleichreaktion fragwürdig. Man kann aufgrund dieser Ergebnisse davon 
ausgehen, dass nur durch die Verringerung des Substrat/Enzym Verhältnisses kein 
befriedigender Bleicheffekt erzielt werden kann. 
 
 
 
4.2.1.3 Einfluss der Wasserstoffperoxidkonzentration auf die Bleiche mit Peroxidase 
Es wurde bereits erwähnt, dass Peroxidasen die Reaktion von Wasserstoffperoxid mit einem 
Wasserstoffdonor katalysieren. Da Wasserstoffperoxid selber ein Bleichmittel ist, muss 
sowohl dessen Bleichwirkung ohne Enzymzusatz als auch sein Einfluss auf den Bleicheffekt 
der Peroxidase auf Wolle untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die Konzentration an 
zugegebenen Wasserstoffperoxid variiert.  
Für die Menge an zuzusetzendem Wasserstoffperoxid wurde die im Worthington-Test43 
verwendete Konzentration von 1:3300 zu Grunde gelegt und im folgenden als 100 % 
bezeichnet. Die der Peroxidase zur Verfügung gestellte Wasserstoffperoxidmenge wird bei 
den Untersuchungen über 1:2475 (75 %) und 1:1650 (50 %)  auf 1:825 (25 %) reduziert.   
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Abb. 11.  Differenz der bei Lichtart D65 gemessenen Gelbwerte für kanariengelber Wolle mit 
unterschiedlichen Enzym:Substrat Konzentrationen und variierenden Mengen an H2O2. 
 
 
In Abb. 11  wird deutlich, dass durch ein steigendes Peroxidase-Wolle-Verhältnis der 
Bleicheffekt zunimmt, wobei die gestreiften Balken den Werten aus der Abb. 10 entsprechen. 
Gleichzeitig wird in Abb. 11 deutlich, dass der auf der kanariengelben Wolle erzielte 
Bleicheffekt geringer wird, je weniger Wasserstoffperoxid bei der Reaktion zugegen ist.  
Die in Tab. 9 aufgeführten Werte der gemessenen Bleichwirkung von H2O2 mit und ohne 
Enzymzusatz zeigen, dass der erzielte Bleicheffekt nicht auf den Einsatz der Peroxidase, 
sondern auf das zur Behandlung notwendige Wasserstoffperoxid zurückzuführen ist. 
 
 
 
 
 
Pox = Meerrettichperoxidase 
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Tab. 9. Differenz der gemessenen Gelbwerte (Lichtart D 65) nach der Bleiche mit bzw. ohne 
Peroxidase.  
Zugegebene H2O2 Konzentration 
100 % *
mit 
Enzym
100 % 
nur 
H2O2 
75 % 
mit 
Enzym
75 % 
nur 
H2O2 
50 % 
mit 
Enzym
50 % 
nur 
H2O2 
25 % 
mit 
Enzym 
25 % 
nur 
H2O2 
Verhältnis 
von 
Peroxidase 
zu  
Wolle ∆ D65 ∆ D65 ∆ D65 ∆ D65 
1:7000 3,80 3,38 4,80 6,39 2,49 2,35 0,67 1,27 
1:3500 6,50 6,97 4,43 4,01 4,44 2,56 2,51 2,41 
1:700 7,73 7,78 7,56 7,02 7,18 5,18 4,23 4,03 
1:350 10,47 10,1 9,83 9,19 9,98 9,63 3,86 4,51 
* 100% entspricht der Konzentration, die im Peroxidase-Aktivitätstest nach Worthington43 eingesetzt 
wird. 
 
Zwar ist die Differenz der Gelbwerte ∆ D65 einiger mit Enzym behandelter Proben besser als 
der Vergleichswert der nur mit Wasserstoffperoxid gebleichten Probe, aber diese 
Unterschiede sind nicht signifikant.  
Dies bedeutet, dass die Peroxidase die kanariengelbe Verfärbung hervorrufenden Substanzen 
nicht als Substrat nutzt bzw. nicht derart modifiziert, dass dadurch eine Aufhellung der 
gelben Stellen erfolgt.  
Der zu beobachtende Bleicheffekt beruht allem Anschein nach nur auf dem für die 
Enzymreaktion notwendigen Wasserstoffperoxid. Die Annahme, dass durch den Einsatz der 
Peroxidase eine bessere Möglichkeit für die Oxidation mit Wasserstoffperoxid erzielt werden 
könnte, konnte nicht beobachtet werden. Daher wurde dieses Enzym als Bleichmittel für 
kanariengelbe Wolle nicht weiter eingesetzt und auch keine weitere Charakterisierung der 
bereits gebleichten Proben vorgenommen. 
 
 
4.2.2 Einsatz von Proteasen  
Im Kap. 2.5.2 wurde bereits auf den schon beobachteten Bleicheffekt von Proteasen auf 
'normale' Wolle hingewiesen. Auf Grund dieser vielversprechenden Ergebnisse wurde auch 
der Einsatz von Proteasen zum Bleichen der kanariengelben Wolle untersucht. Hierzu wurden 
drei Proteasen ausgewählt, deren pH- und Temperaturoptima etwa im Bereich der während 
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der Rohwollwäsche herrschenden Bedingungen liegen. Die Einsatzbereiche und Optima 
dieser drei verschiedenen Subtilisin-Proteasen sind in Tab. 10 aufgelistet. 
 
Tab. 10. Einsatzbereiche und Einsatzoptima drei verschiedener Subtilisin-Proteasen 
  Proteasen  
 SP 490 SP 654 SP 655 
  pH-Bereich pH 7-11 pH 7-12 pH 6-10 
  pH-Optimum pH 9-10 pH 10-11 pH 8-9 
  Temperaturberiech 30-65 °C 40-70 °C 30-70 °C 
  Temperaturoptimum 50-55 °C 55-60 °C 55-60 °C 
 
Da der pH-Wert des wäßrigen Auszugs der Wolle bei pH 8,9 liegt, ist es möglich, die 
Enzyminkubation ohne zusätzlichen Puffer in Leitungswasser bei 50°C durchzuführen. 
 
 
4.2.2.1 Einfluss des Tensids auf die Proteaseaktivität 
Wie schon bei den Bleichversuchen an kanariengelbe Wolle mit der Peroxidase erfolgte der 
Einsatz der Proteasen ebenfalls im ersten Spülbad der Rohwollwäsche. Da sich trotz des 
Schleuderns der Wolle nach dem dritten Bad noch Reste des eingesetzten nichtionischen 
Tensides auf der Waschwolle befinden, war es notwendig, den Einfluss  dieses Tensides auf 
die Aktivität der Enzyme zu untersuchen.  
Zu diesem Zweck wurde die Aktivität der Enzyme SP 490 und SP 654 in Flotten gemessen, 
die unterschiedliche Mengen an dem von der BWK zur Verfügung gestellten, nicht näher 
bezeichneten, nichtionischen Tensids enthielten. Zudem wurde der Einfluss eines weiteren 
nichtionischen Tensids, Uniperol, auf die Enzymaktivität getestet. 
Bei dem angewandten Aktivitätstest, dem sogenannten DMC-TNBS-Test, wird das zu 
untersuchende Enzym mit dem Substrat Dimethylcasein (DMC) über einen bestimmten 
Zeitraum inkubiert. Hierbei wird DMC in kurzkettige Peptide bzw. Aminosäuren gespalten.  
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Die dadurch entstehenden freien NH2-Gruppen reagieren mit Trinitrobenzoesulfonsäure 
(TNBS)80 im Sinne einer nucleophilen aromatischen Substitution (Abb.12). 
 
NO2
NO2
O2N SO3
-
NH2 R NO2
NO2
O2N NH R + SO3 + H
+2-
 
Abb. 12. Reaktionsschema für die nucleophile aromatische Substitutionsreaktion von einer NH2-
Gruppe mit TNBS.  
 
Die entstehende Verbindung färbt die Reaktionslösung gelb, und die Intensität dieses 
Farbtons kann photometrisch bestimmt werden. Je höher die Enzymaktivität ist, desto mehr 
freie NH2-Gruppen entstehen und desto farbintensiver wird die Testlösung. 
 
Die in Abb. 13 dargestellten Ergebnisse des DMC-TNBS-Tests zeigen, dass die Protease SP 
490 aktiver ist als das Enzym SP 654.  
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Abb. 13. Vergleich der Aktivität von zwei Proteasen SP 490 und SP 654 mit unterschiedlichen 
Konzentrationen zweier unterschiedlicher nichtionischer Tenside (BWK-Tensid und Uniperol);-
Aktivitätsbestimmung durch TNBS-Test - 
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Bei beiden Enzymen tritt eine leichte Absenkung der Aktivität durch die Zugabe der Tenside 
auf. Allerdings handelt es sich hierbei um keine signifikanten Änderungen der Aktivität, so 
dass ein Einsatz dieser Enzyme in der Rohwollwäsche  möglich ist. 
 
 
4.2.2.2 Bleicheffekt der Proteasen 
 
Die Bleicheffekte, die bisher bei Protease-Behandlungen beobachtet wurden, rührten von 
Inkubationszeiten der Enzyme auf der Wolle von einer Stunde und länger her. Daher wurde 
bei der Bleiche der kanariengelben Wolle mit Proteasen von 60 min Behandlungszeit 
ausgegangen. Da die Verweilzeit der Wolle in den einzelnen Bädern der Rohwollwäsche 
jedoch nur 3 min beträgt, wurden weitere, kürzere Behandlungszeiten ebenfalls geprüft, um 
sich dieser Verweildauer anzunähern. 
Es wurden kanariengelben Wollproben aus dem 3. Bad der Rohwollwäsche und eine ‘weiße’ 
Referenzwolle aus demselben Bad jeweils 10 min, 30 min und 60 min mit den drei 
unterschiedlichen Proteasen, SP 490, SP 654 und SP 655, behandelt. Neben der 
Behandlungsdauer wurde die Konzentration an eingesetztem Enzym variiert, wobei  
Konzentrationen von 0,2 %, 0,4 % und 0,6 % owf  Protease eingesetzt wurden. 
Der durch die Behandlung erzielt Bleicheffekt wird über die Differenz der Gelbwerte (∆ D 
65) vor und nach der durchgeführten Behandlung bestimmt.  
 
Tab. 11 zeigt die Absolut-Gelbwerte (D 65) der innerhalb verschiedener Behandlungszeiten 
mit den drei Proteasen behandelten kanariengelben Wollproben und der weißen Referenz 
Wolle. Die Referenzwerte sind Mittelwerte aus allen Referenz-Proben, die gleich lange 
behandelt wurden.  
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Tab. 11. Absolut-Gelbwerte (D 65) von kanariengelben Wollproben, die mit drei unterschiedlichen 
Proteasen  10, 30 und 60 min inkubiert wurden 
Protease Konzentration 
in owf 
Referenz Absolut Gelbwerte D 65 
Behandlungszeit in min 
   10 30 60 
490 0,2  38,44 36,76 36,29 32,64 
654 0,2  38,12 37,54 36,83 36,64 
655 0,2  37,95 36,48 37,48 36,25 
490 0,4  38,64 36,24 35,41 33,45 
654 0,4  37,96 37,33 35,56 36,35 
655 0,4  38,38 38,29 36,75 36,44 
490 0,6  37,51 36,60 33,81 32,36 
654 0,6  37,66 35,59 35,74 36,13 
655 0,6  37,40 37,04 36,69 33,64 
 
Die Gelbwerte der Proben wichen vor der Behandlung schon um bis zu 2 Einheiten (∆ D 65 ) 
von einander abweichen. Dies verdeutlicht die Problematik bei der Beurteilung der 
Gelbwerte, wenn sich durch die Behandlung keine gravierenden Veränderungen ergeben.  
Deshalb sind die dargestellten Ergebnisse Mittelwerte von mehreren behandelten und 
vermessenen Proben. Durch die Mittelwertblildung können Aussagen über die Qualität der 
Bleiche getroffen und die bei den unterschiedlichen Enzymen auftretenden Tendenzen 
miteinander verglichen werden. Es ist aber nicht möglich, die bei den einzelnen 
Behandlungszeiten und Konzentrationen erzielten Bleicheffekte in absoluten Werten 
anzugeben. 
In Abb. 14, Abb. 15 und Abb. 16 sind die Differenzwerte der Gelbwertmessungen (∆ D65) 
aufgetragen. Abb. 14 zeigt die Ergebnisse der Behandlung der kanariengelber Wolle mit 
jeweils 0,2 % owf an eingesetztem Enzym  bei 3 unterschiedlichen Behandlungszeiten. Den 
besten Bleicheffekt weist bei allen drei Behandlungszeiten die Protease SP 490 auf. Der 
Bleicheffekt nimmt mit steigender Behandlungsdauer stark zu. Auch bei den beiden 
Proteasen SP 655 und SP 654 ist eine Anstieg der Bleichwirkung mit steigender 
Behandlungsdauer zu erkennen, wenngleich dieser wesentlich geringer ausfällt als bei der 
Protease SP 490. Eine leichte, mit steigender Behandlungszeit zunehmende Bleichwirkung ist 
auch bei den Referenz-Proben festzustellen. Dieser Effekt rührt wahrscheinlich von den 
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durch das Schleudern nach dem dritten Waschbad nicht vollständig entfernten Chemikalien 
her. Der gemessene Bleicheffekt der Protease SP 655 liegt nur geringfügig über diesen 
Ergebnissen, während sich die Ergebnisse der Proteasen SP 654 und SP 490 deutlich von den 
Referenz-Ergebnissen abheben.  
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Abb. 14. Vergleich des Bleicheffekts beim Einsatz von drei unterschiedlichen Proteasen auf die 
Verfärbung von Referenz und kanariengelber Wolle. Proteasekonzentration : 0,2 % owf 
 
 
Der erzielte Bleicheffekt der Protease SP 490 liegt bei dieser Enzymkonzentration bei einer 
Behandlungszeit von nur 10 min mehr als doppelt so hoch wie der der Referenz und bei 60 
min ist der Effekt ca.6 mal so hoch. 
In  Abb. 15 und   Abb. 16  sind die Ergebnisse der Behandlung von kanariengelber Wolle mit 
jeweils 0,4 % und 0, 6 % owf an eingesetztem Enzym bei den drei unterschiedlichen 
Behandlungzeiten dargestellt.  Während die Protease SP 655 auch bei diesen Enzymmengen 
bei 10 und 30 min Behandlungzeit  im  Bereich  der  Referenz-Proben  bleibt,  zeigt  die  
Protease  SP 654 fast  überall  eine  deutliche  Verbesserung  des  Effektes gegenüber den 
Referenzen.  
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Abb. 15. Vergleich des Bleicheffekts beim Einsatz von drei unterschiedlichen Proteasen auf die 
Verfärbung von Referenz und kanariengelber Wolle. Proteasekonzentration : 0,4 % owf 
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Abb. 16 Vergleich des Bleicheffekts beim Einsatz von drei unterschiedlichen Proteasen auf die 
Verfärbung von Referenz und kanariengelber Wolle. Proteasekonzentration : 0,6 % owf 
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Die Protease SP 490 zeigt auch hier in fast allen Fällen den besten Bleicheffekt, jedoch ist die 
Differenz zu den beiden anderen Enzymen vor allem bei 10 und 30 min Behandlungszeit 
geringer geworden. 
 
In Abb. 17 sind in einem Diagramm die Bleichwirkungen beim Einsatz der drei Enzyme in 
Abhängigkeit von Enzymmenge und Einwirkungszeit dargestellt. 
Vergleicht man die Bleichwirkungen, die von dem Einsatz unterschiedlicher Enzymmengen 
herrühren, erkennt man, die Enzymkonzentration bei der wirksamsten Protease SP 490 nur 
einen geringen Einfluss auf den Bleicheffekt hat. Dieser wird vielmehr durch die 
Einwirkungszeit bestimmt.  
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Abb. 17. Vergleich der Bleichwirkung (als ∆ D65) der drei eingesetzten Proteasen in Abhängigkeit 
von der Behandlungsdauer und Enzymkonzentrationen. 
 
Bei der Protease SP 654 ergib sich ein ähnliches Bild. Lediglich bei der 60 min Behandlung 
der Wolle mit SP 655 zeigt sich eine deutliche Zunahme des zu beobachtenden 
Bleicheffektes, der auf die steigende Enzymkonzentration zurückgeführt werden kann.  
Dies bedeutet, dass durch die Variation der Enzymmenge, zumindest in den hier eingesetzten 
Konzentrationen, keine entscheidende Verbesserung des Bleicheffektes der kanariengelben 
Wolle zu erzielen ist. Vielmehr kommt der Behandlungszeit eine bedeutende Rolle zu. Dies 
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ist ein problematischer Aspekt, da die Rohwollwäsche ein kombinierter Prozess ist und die 
Verweilzeit pro Bad nur 3 min beträgt.  
Daher bedeutet die Tatsache, dass der Bleicheffekt nicht so sehr von der Enzymkonzentration 
als vielmehr von der Inkubationszeit der Enzyme abhängt, dass eine derartige Behandlung 
nicht in den bestehenden Prozess integriert werden kann, sondern in einem zusätzlichen 
Schritt durchgeführt werden müßte. 
 
 
4.2.2.3 Charakterisierung der durch die Proteaseaktivität bewirkten Faserveränderungen  
Um festzustellen, ob bei der Enzymbehandlung der Wolle deren Fasern geschädigt werden, 
wurden die mit Proteasen gebleichten Wollproben auf eine Veränderung der Fasern hin 
untersucht. Es wurden Aufnahmen mit dem Rasterelektonenmikroskop zur Bestimmung der 
Veränderungen auf der Faseroberfläche angefertigt. SDS-Gelelektrophoresen wurden 
durchgeführt, um eventuell aufgetretene Veränderung des Proteintrennungsmusters der 
Fasern erkennen. 
 
 
4.2.2.3.1 Veränderungen der Morphologie der Faseroberfläche durch eine enzymatische 
Bleiche  
Eine Möglichkeit, Veränderungen der Faseroberfläche zu erkennen, bietet die Untersuchung 
mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops (REM).  
Für die Untersuchung wurden die Proben, die einer 60 min enzymatischen Bleiche 
unterzogen worden waren herangezogen, da diese bei allen drei Konzentrationen den größten 
Bleicheffekt aufweisen und daher hier am ehesten Schädigungen der Faseroberfläche zu 
erwarten sind. 
Die Aufnahmen des REM zeigen, dass die Wollfasern die mit 0,2 % owf gebleicht wurden 
nur geringe Veränderung der Faseroberfläche aufwiesen. Diese Aussage trifft dabei für alle 
drei Proteasen zu, wobei durch die Protease SP 655 keinerlei beobachtbaren Veränderungen 
auf der Faseroberfläche auftreten, während die Proteasen SP 490 und SP 654 auch bei dieser 
niedrigen Konzentration zu einer sehr geringen Veränderung der Oberfläche führen. Dies ist 
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gut zu erkennen, wenn man die Aufnahmen der Fasern aus den Bleichversuchen der Proben 
(Abb. 19 und Abb. 20) mit denen einer unbehandelten Waschwollfaser  (Abb.18) vergleicht.  
 
 
 
Abb. 18. REM-Aufnahme einer gewaschenen Wolle ohne Enzymbehandlung (aus dem 4. Bad der 
Rohwollwäsche) 
 
 
 
 
Abb. 19. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von  0,2 % owf SP 490 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche  
 
In Abb. 19 sind nur äußerst geringe Veränderungen der Faseroberfläche durch die Bleiche 
mit der Protease SP 490 im Vergleich zu der nicht behandelten Faser in Abb. 18 zu erkennen, 
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während die Bleiche mit 0,2 % SP 654 zum einen die Oberfläche einiger Cuticulaschuppen 
leicht verändert und zudem zu einer leichten Abspreizung der Schuppenkanten führt (Abb. 
20).  
 
 
 
Abb. 20. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von  0,2 % owf SP 654 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche 
 
 
Eine weitere Veränderung im Erscheinungsbild der Fasern die bei den Proben auftritt, die mit 
den Proteasen behandelt wurden, ist die deutliche Abnahme von Partikeln, die der 
Faseroberfläche anhaften.  
 
Bei der Verdopplung der Enzymkonzentrationen ist bei allen drei Proteasen eine 
Veränderung der Faseroberfläche zu erkennen. Diese Veränderung fällt  bei den mit 0,4 % SP 
655 behandelten Wollproben am geringsten aus. Die REM-Aufnahme (Abb. 21) macht nur 
eine leichte Veränderung der Cuticulaoberfläche sichtbar.  
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Abb. 21. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von  0,4 % owf SP 655 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche 
 
Diese Veränderung ist jedoch sehr gering und vergleichbar mit der Veränderung, die bei der 
Protease SP 490 schon durch den Zusatz von 0,2 % beobachtet werden kann.  
Bei den beiden anderen Proteasen, SP 490 und SP 654, führt die Verdopplung der 
Konzentration auf 0,4 % zu einer deutlichen Schädigung der Faseroberfläche, wie aus den 
Abb. 22 und 23 hervorgeht. 
 
 
 
Abb. 22 REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von  0,4 % owf SP 490 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche  
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Abb. 23. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von  0,4 % owf SP 654 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche 
 
 
Bei der geringeren Konzentration von 0,2 % sind die Veränderungen, die durch den Zusatz 
der Protease SP 654 zu der Rohwollwäsche hervorgerufen werden, stärker als die der 
Protease SP 490. Bei der Verdoppelung der Proteasekonzentration dreht sich dieses Bild, um 
und die Veränderungen, die auf den Einsatz der Protease SP 490 zurückzuführen sind, sind 
jetzt stärker als die der Protease SP 654. 
Dieser Trend ist auch bei einer weiteren Steigerung der Enzymkonzentration zu beobachten. 
Auch hier verändert sich die Wolloberfläche durch die Zugabe von SP 655 am wenigsten. 
Zwar kann man in Abb. 24 erkennen, dass die Oberfläche einiger Wollfasern durch die 
Bleiche mit 0,6 % SP 655 geschädigt wird, aber es liegen bei dieser Probe solch geschädigte 
Fasern neben nahezu ungeschädigten Fasern vor (Abb. 25). 
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Abb. 24. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von  0,6 % owf SP 655 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche 
 
 
 
 
Abb. 25. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von 0,6 % owf SP 655 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche 
 
Dieses Bild der geringfügigen Schädigung der Wollfaseroberfläche ändert sich drastisch, 
wenn man die Veränderungen betrachtet, die durch den Zusatz von 0,6% SP 654 und SP 490 
in dem 4. Bad der Rohwollwäsche verursacht wird. 
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In Abb. 27-29 sind Fasern zu sehen, wie sie typisch für die mit 0,6 % SP 490 und SP 654 
behandelten Wollproben sind. Dabei ist nicht nur eine noch weiter gehende Schädigung der 
Cuticulaoberfläche zu erkennen, es wird sogar ein Aufbrechen der ganzen Faser durch den 
Enzymzusatz verursacht.  
 
 
Abb. 26. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von  0,6 % owf SP 654 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche  
 
 
 
 
Abb. 27. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von  0,6 % owf SP 490 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche  
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Abb. 28. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von  0,6 % owf SP 654 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche 
 
 
 
Abb. 29. REM-Aufnahme einer Wollfaser nach Zusatz von 0,6 % owf SP 490 im 4. Bad der 
Rohwollwäsche 
 
 
In Abb. 26  kann man gut erkennen, dass die Cuticulaoberfläche durch die Behandlung mit 
der Protease SP 654 stark modifiziert wurde. Sie weist nun statt einer glatten Oberfläche eine 
rillenartig Struktur auf und der beginnende Ablöse-Prozess einer Schuppe ist an der 
Unterseite der Wollfaser sichtbar.  
63 
__HAUPTTEIL                              __________________________________________________ 
                                                                                                                               
Die Behandlung mit 0,6 % SP 490 führt in weiten Teilen der Probe zu einer Zerstörung der 
Wollfaser. Abb.27 zeigt eine aufgebrochene Wollfaser, bei der die Spindelzellen des 
Faserinneren deutlich zu erkennen sind. 
Diese totale Zerstörung des Faserverbundes ist zwar auch schon bei der Behandlung mit der 
Protease SP 654 zu beobachten, allerdings fällt hier der Anteil an solch stark geschädigten 
Fasern geringer aus, wie aus dem Vergleich der Abb. 28 und Abb. 29 hervorgeht. 
Inwieweit diese mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops zu beobachtenden Veränderungen 
der Wollfaser, die durch die enzymatische Bleiche verursacht wurden, auch zu 
Veränderungen der Wollproteine führt, läßt sich mit Hilfe der SDS-PAGE zeigen. 
 
 
 
4.2.2.3.2 SDS-PAGE der kanariengelben Wolle nach Proteasebehandlungen 
Um eine durch die Enzymbehandlung eventuell hervorgerufene Veränderung des 
Proteintrennungsmusters der Wollfaser zu erkennen, wurden die löslichen Wollproteine der 
kanariengelben Proben reduktiv nach Marshall77 extrahiert, mit Iodacetamid derivatisiert und 
anschließend gelelektrophoretisch charakterisiert. 
Es zeigt sich, dass bei allen mit den Protease SP 655 behandelten Proben keine 
Veränderungen im Proteintrennungsmuster zu erkennen sind. Auch die Proben, die mit der 
höchsten Enzymkonzentration 60 min lang inkubiert wurden, weisen das für nicht 
geschädigte Wolle typische Proteintrennungsmuster auf.  
Für die mit der Protease SP 654 behandelten Wollproben gilt ähnliches. Lediglich bei der 
Probe, die mit der höchsten Konzentration und am längsten mit dieser Protease inkubiert 
wurde (60 min, 0.6 % owf Enzym), ist eine leichte Veränderung im Proteintrennungsmuster 
zu erkennen. Diese Probe ist die 11. Bande in dem Elektropherogramm in Abb. 30. Das 
Trennungsmuster dieser 11. Bande weicht deutlich von dem der anderen Proben ab. Eine 
Abnahme der Intensität der Banden im Bereich der hohen Molekulargewichte (66-42 kD) und 
eine massive Zunahme von Proteinbanden im mittleren Bereich (37-14 kD) und eine geringe 
Zunahme der Intensität der Banden im niederen Molekularbereich (14-7 kD) ist gut 
erkennbar. 
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Abb. 30 Elektropherogramm enzymbehandelter kanariengelber Wollproben (SDS-PAGE) 
  Bande 1  unbehandelte Wolle  
  Bande 2  Standard         
  Bande 3  SP 654; 0,2 % owf  10 min  
  Bande 4  SP 654; 0,2 % owf  30 min  
  Bande 5  SP 654; 0,2 % owf  60 min  
  Bande 6  SP 654; 0,4 % owf  10 min 
  Bande 7  SP 654; 0,4 % owf  30 min 
  Bande 8  SP 654; 0,4 % owf  60 min 
  Bande 9  SP 654; 0,6 % owf  10 min 
  Bande 10 SP 654; 0,6 % owf  30 min 
  Bande 11 SP 654; 0,6 % owf  60 min 
  Bande 12 Referenz 10 min in Wasser bei 50°C 
  Bande 13 Referenz 30 min in Wasser bei 50°C 
  Bande 14 Referenz 60 min in Wasser bei 50°C 
 
 
  
Dies wird auch in Abb. 30 deutlich. Hier sind die Densitogramme der 
Proteintrennungsmuster einer unbehandelten Wolle als Referenzprobe und die drei mit 0,6 % 
SP 654 behandelten Proben vergleichend dargestellt.  
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Abb. 31. Vergleich der Densitogramme der Proteintrennungsmuster der drei mit 0,6 % SP 654 owf 
behandelten Wollproben mit einer unbehandelten Referenzprobe. 
 
 
In dem Densitogramm der '60-minuten-Probe' ist die Intensitätszunahme der Banden im 
mittleren Molekulargewichtsbereich (37-14 kD) sehr gut zu erkennen. 
 
Bei den mit der Protease SP 490 behandelten Wollproben zeigen sich erste Veränderungen in 
der Morphologie der Wollfaser schon bei der Zugabe von 0,4 % Enzym und einer 
Behandlungsdauer von 60 min.  
Auch hier ist eine Intensitätszunahme der Banden im mittleren Molekulargewichtsbereich zu 
beobachten. Allerdings fällt diese Veränderung nicht so gravierend aus, wie die bei der 
Protease SP 654 beobachteten Veränderungen (vgl. Abb. 32) in diesen Bereich. 
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Abb. 32. Vergleich der Densitogramme der Proteintrennungsmuster der drei mit 0,4 % SP 490 owf 
behandelten Wollproben mit einer unbehandelten Referenzprobe. 
 
 
In Abb. 33 sind die Densitogramme der mit 0,6 % SP 490 behandelten Proben vergleichend 
dargestellt. Interessant bei der Auswertung dieser Proteintrennungsmuster ist die Tatsache, 
dass die Veränderungen bei diesen mit einer höheren Enzymkonzentration behandelten 
Proben nicht wesentlich stärker werden als die mit weniger Enzym inkubierten Proben. 
Allerdings tritt hier die leichte Veränderung im Proteintrennungsmuster früher auf, denn sie 
wird schon bei den Proben beobachtet, die nur 30 min mit dem Enzym behandelt wurden.  
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Abb. 33. Vergleich der Densitogramme der Proteintrennungsmuster der drei mit 0,6 % SP 490  owf 
behandelten Wollproben mit einer unbehandelten Referenzprobe 
 
 
Für die Protease SP 490 kann zusammenfassend festgestellt werden, dass im Bereich der 
Proteinbanden mit mittlerem Molekulargewicht (37 - 14 kD) neue Proteinbanden auftreten 
und die Intensität der auch bei den Referenzen detektierbaren Proteinbanden in diesem 
Bereich zunimmt. Dies ist sehr wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass durch die 
Enzymbehandlung mehr Proteine extrahierbar sind.   
Bei der Protease SP 654 zeigt sich dagegen ein anderes Bild. Auch hier treten mehr 
Proteinbanden im mittleren Molekularbereich auf, jedoch nimmt gleichzeitig die Intensität 
der Banden im oberen Molekulargewichtsbereich ab. Dies deutet darauf hin, dass die 
einzelnen Wollproteine nicht nur leichter extrahierbar sind, sondern die höhermolekularen 
Wollproteine durch das Einwirken des Enzyms in kleinere Proteine gespalten werden. 
 
Betrachtet man noch einmal die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen aus dem 
vorigen Kapitel und vergleicht sie mit den Veränderungen auf molekularer Ebene, so erkennt 
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man, dass Schädigung im molekularen Bereich des Faseraufbaus nicht mit einer von außen 
unter dem REM sichtbaren Schädigung einhergehen. Vielmehr zeigt das Protein-
trennungsmuster der am stärksten zerfaserten Probe (Abb. 27; SP 490; 0,6 %; 60 min), keine 
Veränderung der Proteinstruktur, die mittels SDS-PAGE feststellbar ist. Ebenso gehen die im 
Wollproteintrennungsmuster, der mit der Protease SP 654 auftretenden gravierenden 
Veränderung, nicht mit einer äußerlich erkennbaren starken Schädigung einher; (vergl. Abb. 
26; SP 654; 0,6 %; 60 min)  .   
 
 
 
4.2.2.4 Kombinierte Bleiche von Ultraschall und Protease 
Da offenbar durch die Zugabe von Proteasen bei der Wollwäsche keine optimale 
Bleichwirkung der kanariengelben Wolle erzielt werden kann, wurde versucht, die 
Bleicheffektivität der Proteasebehandlung durch die kombinierte Behandlung der Wollproben 
mit Enzym und Ultraschall zu steigern. Dahinter steht die Überlegung, dass durch den 
Ultraschall die Oberfläche der Wollfaser kurzfristig so verändert werden könnte, dass dem 
Enzym bessere Angriffsstellen geboten werden und sich dadurch der zu erzielende 
Bleicheffekt verbessert.  
Hierzu wurden zunächst ein Aktivitätstest (TNBS-Test) mit den drei Proteasen durchgeführt, 
um zu sehen, ob sich die Aktivität der Proteasen durch die Beschallung mit Ultraschall 
signifikant ändert und wie sich die Aktivität der Proteasen im Ultraschallfeld mit dem 
Substrat Wolle verändert. Der Test ergab unterschiedliche Ergebnisse für die einzelnen 
Proteasen, die in Tab. 12 zusammengefasst sind. Während die Aktivität der Proteasen SP 654 
und SP 655 nach 10 min Ultraschallbeschallung fast um die Hälfte abnimmt, bleibt die 
Aktivität des Enzyms SP 490 erhalten.  
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Tab. 12. Vergleich der Aktivitäten (TNBS-Test) von Proteasen nach einer Behandlung von Wolle mit 
und  ohne Ultraschallbehandlung 
 Probenbeschreibung OD 425 nm  
   SP 490  mit Wolle + US 0,359  
   SP 490  mit US 0,604  
   SP 490 0,616  
   SP 654  mit Wolle + US 0,025  
   SP 654  mit US 0,289  
   SP 654 0,557  
   SP 655  mit Wolle + US 0,155  
   SP 655  mit US 0,275  
   SP 655 0,438  
 
 
 
Die Aktivität aller drei Proteasen nimmt jedoch rapide ab, wenn das Substrat (Wolle) 
gemeinsam mit den Enzymen im Ultraschall exponiert wird. Während die Protease SP 654 
nahezu inaktiv ist, sinkt die Aktivität der Protease SP 655 auf 35 %, die der Protease SP 490 
auf 58 % ihrer ursprünglichen Aktivität ab. Das lässt erwarten, dass die Effektivität der 
Bleiche durch Ultraschall nicht signifikant gesteigert werden kann. 
Dies zeigt sich dann auch bei den Bleichversuchen mit kanariengelben Wollproben, die durch 
eine 10 min Behandlung bei 50 °C mit den Proteasen SP 490, SP 654 bzw. SP 655 im 
Ultraschallbad erzielt wurden. In Abb. 34 sind die Differenzwerte der Gelbgrade vor und 
nach den Behandlungen aufgetragen. Der Vergleich dieser Proben mit Wollproben, die nicht 
im Ultraschallbad behandelt wurden, ergibt, dass durch die Behandlung keine signifikante 
Änderung des Bleicheffekts erzielt werden kann. 
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Abb. 34. Gelbwertdifferenzen (∆ D65) von Wollproben, die mit Proteasen mit und ohne 
 Ultraschall behandelt wurden 
 
 
Die durch Ultraschall verursachte Abnahme der Enzymaktivität könnte darauf beruhen, dass 
es unter dem Einfluss von Ultraschall die Wolle als Kavitationskeim dient, an denen es zu 
sehr hohen Temperaturen kommt81.  
Dass die Aktivität der Proteasen SP 654 und SP 655 auch schon ohne Wolle durch Ultraschall 
abnimmt, dürfte so zu erklären sein, dass es auch ohne Wolle zu Kavitation kommt und die 
Enzyme durch den Temperaturanstieg desaktiviert werden; die Protease SP 490 erweist sich 
dabei als überraschend stabil.  
 
 
 
4.2.2.5 Vergleich der Effektivität von Bleichen mit Proteasen und der Wasserstoffperoxid-
bleiche 
Die Behandlung der kanariengelben Wolle mit Proteasen führte zu einer Abschwächung der 
gelben Verfärbung. In wieweit dieser erzielte Bleicheffekt mit anderen Bleichen vergleichbar 
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ist, wird durch die Zusammenfassung der Ergebnisse der Behandlung der Wollproben mit den 
Proteasen SP 490 und SP 654 und denen der oxidativen Vollbleiche in Tab. 13 a,b deutlich. 
Die oxidative Vollbleiche wurde mit H2O2 bei 80 °C durchgeführt.  
 
Tab. 13a. Vergleich  der  Gelbwerte  (D65)  der  H2O2-Bleiche mit der Bleiche mit den 3 Proteasen  
(60 min) 
Ref. H2O2 SP 654  
0.2 % 
SP 654   
0,6 % 
SP 655    
0,2 % 
SP 655    
0,6 % 
SP 490   
0,2 % 
SP 490    
0,6 % 
38,2 25,8 36,6 36,1 36,3 33,6 36,7 32,6 
 
Tab.13b. Vergleich der Gelbwertdifferenzen (∆D65) der H2O2-Bleiche mit der Bleiche mit den 3 
Proteasen  (60 min) 
Ref. H2O2 SP 654  
0.2 % 
SP 654    
0,6 % 
SP 655    
0,2 % 
SP 655    
0,6 % 
SP 490   
0,2 % 
SP 490    
0,6 % 
0,8 11,6 0,9 3,8 1,5 1,8 5,5 5,8 
Ref.:   Referenzprobe, die bei 50°C  60 min nur in Wasser behandelt wurde 
 
 
Aus Tab. 13 a,b ist ersichtlich, dass es durch den gezielten Einsatz bestimmter Proteasen, wie 
beispielsweise der Protease SP 490, möglich ist, den Gelbwert von kanariengelber Wolle 
deutlich zu erniedrigen. Mit keiner der eingesetzten Proteasen konnte jedoch die 
Bleichwirkung einer reinen Wasserstoffperoxidbehandlung erreicht werden. 
 
 
 
4.3 Einfluss  von Proteasen in der Rohwollwäsche auf den Gehalt an proteinischen 
Verunreinigungen (PC) 
Abgesehen von der kanariengelben Wolle, die allein durch ihre Eigenfarbe als problematisch 
angesehen wird, können auch Rückstände auf Waschwolle zu einem schlechten Weißgrad 
führen. Durch die Rohwollwäsche werden nicht alle Proteinischen Verunreinigungen  (PC) 
vollständig entfernt (vgl. Kap.2.2.1). Da aber gequollene PC die Eigenschaft besitzen, 
mineralischen Schmutz, Staub und Fett anzuziehen, führt dies zu einer Vergrauung der 
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Wollfaser. Zudem sind diese PC Reste auf gewaschener Wolle in den weiteren 
Wollveredlungsprozessen unerwünscht15. 
Elling konnte zeigen, dass die Inkubation von industriell gewaschenen Wollen und 
Kammzügen mit alkalischen Proteasen den Anteil an PC auf den Fasern verringert und 
dadurch der Weißgrad verbessert wird8.  
Da aber eine zusätzliche Enzymbehandlung im Anschluß an die Rohwollwäsche auch 
zusätzliche Kosten bedeutet, soll versucht werden, Proteasen direkt in den Wollwaschprozess 
zu integrieren, um den Anteil an PC auf der Wollfaser zu verringern.  
 
Zu diesem Zweck werden wieder die Proteasen SP 490 und SP 654 verwendet, da mit ihnen 
bei der Bleiche der kanariengelben Wolle die besten Ergebnisse erzielten. Zudem haben die 
Untersuchungen in Kap. 4.2.1.1 gezeigt, dass diese beiden Proteasen auch unter den 
Bedingungen der Rohwollwäsche aktiv sind.  
Um den Einfluss, den die Proteasen in der Rohwollwäsche auf die PC haben, zu untersuchen, 
wurden die PC nach den durchgeführten Behandlungen nach der Methode von Elling17 
isoliert und mit Hilfe von Aminosäureanalysen charakterisiert. 
 
 
 
4.3.1 Proteinische Rückstände in den Flotten der Rohwollwäsche mit und ohne 
Enzymbehandlung 
Die Proteasen wurden sowohl im 4. Bad der Labor-Rohwollwäsche als auch im 5. Bad 
eingesetzt. Hierbei wurden den Waschbädern jeweils 0,2 % owf Protease zugesetzt. 
Zunächst wurde der Gehalt an proteinischen Rückständen in den einzelnen Waschflotten der 
Rohwollwäsche bestimmt, um festzustellen, wieviel proteinisches Material allein durch das 
reguläre Waschverfahren von der Rohwolle entfernt wird. In Abb. 35 ist der Gesamtrückstand 
und der Anteil an proteinischem Material der Waschflotten dargestellt, der nach einer 
Rohwollwäsche nachgewiesen wurde, die in einer Laborfärbemaschine (AHIBA) 
durchgeführt wurde.  
Der Gesamtrückstand, der auf das Gewicht der eingesetzten Rohwolle bezogen wird, 
beinhaltet neben den proteinischen Rückständen auch abgelöste Vegetabilien, mineralischen 
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Schmutz, Wollfett und natürlich auch die zur Reinigung der Wolle eingesetzten Chemikalien 
(ein nichtionisches Tensid und Carbonat).  
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Abb. 35. Gesamtrückstand und der Anteil an proteinischem Rückstand der einzelnen 
Rohwollwaschbäder bezogen auf die eingesetzte Rohwollmenge 
 
Im ersten Bade der Rohwollwäsche wird dabei der höchste Anteil an proteinischem Material 
gefunden. Dieser Anteil ist im 2. Bad schon etwa 12 mal geringer, und im 4. und 5. Bad ist 
kaum noch proteinisches Material zu detektieren. 
Setzt man nun die Protease SP 490 dem 4. Bad der Rohwollwäsche zu, so verzehnfacht sich  
der Gesamtrückstand in der Waschflotte, und auch der Anteil proteinischen Materials an 
diesem Rückstand erhöht sich erheblich. Selbst nach Abzug der Menge des eventuell im 
Rückstand verbliebenen Enzyms ist dieser noch dreißig mal höher als der Vergleichswert der 
ohne den Enzymzusatz in der Waschflotte gemessen wird. In Abb. 36 sind zusätzlich zu dem 
Vergleich der Rückstände aus der Ahiba-Wäsche im 4. Bad mit und ohne Proteasezusatz auch 
die Rückstände aus einer im Batch durchgeführten Rohwollwäsche dargestellt. Hierbei wird 
deutlich, dass alle Flottenrückstände der in der AHIBA durchgeführten Rohwollwäsche 
geringer sind als die Flottenrückstände der im Batch durchgeführten Wäsche. Dies liegt 
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daran, dass die Wolle in den AHIBA-Behältern relativ dicht gepackt und fixiert ist, während 
sie im Batch frei in der Flotte bewegbar ist. Durch die Beweglichkeit der zu waschenden 
Wolle lassen sich größere Verunreigungen wie z.B. Vegetabielen leichter von der Faser 
ablösen und werden so in die Flotte abgegeben. 
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Abb. 36. Vergleich der Flottenrückstände von in der Laborfärbemaschine (AHIBA) und im 
Batch gewaschener Rohwolle mit und ohne Enzymzusatz im 4. Bad  
 
 
Vergleicht man die Rückstände der Flotten ohne und mit Enzymbehandlung, die in diesen 
zwei unterschiedlichen Behälter-Typen anfallen, zeigt sich, dass sowohl die Rückstände der 
normal gewaschenen Wolle (im Batch) als auch die Rückstände der in dem AHIBA-Gerät 
durchgeführten Wollwäsche nach dem Einsatz von  Protease zunehmen.  
Dass der Anteil des proteinischen Materials am Gesamtrückstand bei der AHIBA-
Rohwollwäsche so viel höher ausfällt, ist ebenfalls auf die eingeschränkte Beweglichkeit der 
Wollfasern in diesen Behältern zurückzuführen. Das proteinische Material ist so klein, dass 
es in der AHIBA, trotz der dichten Packung, relativ leicht in die Flotte abgegeben werden 
kann, während, die relativ großen nicht proteinischen Verunreinigungen, wie z. B. 
Vegetabilien mit dieser Methode kaum entfernt werden können.  
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Aufgrund der Enzymbehandlung wird von und aus der Wollfaser mehr proteinisches Material 
in die Flotte abgegeben, als ohne Enzymzusatz. Da sich die Angaben der Proteingehalte 
jedoch immer auf den Gesamtrückstand beziehen, d. h. für die AHIBA, den Rückstand 
inklusive der nicht ausgespülten Vegetabilienreste, ist der Unterschied zwischen der 
'normalen' Wollwaschflotte und der Flotte nach der Protease Behandlung im Batch geringer, 
da hier mehr nicht proteinische Verunreinigungen in die Flotte gelangen. 
 
Vergleicht man den Einfluss, den der Zusatz von beiden Proteasen auf die Menge an 
proteinischem Material in den Flotten hat, ist bei beiden Proteasen eine Zuwachs an 
proteinischen Substanzen zu erkennen. In Abb. 37 ist der Gehalt an proteinischen 
Rückständen aus den Flotten von Rohwollwäschen dargestellt, die im Batch durchgeführt 
wurden. Hierbei wurden 0,2 % owf der Protease SP 490 und 0,2 % owf der Protease SP 654 
einmal dem 4. Bad der Rohwollwäsche zugesetzt. Bei einer weiteren Rohwollwäsche wurde 
das jeweilige Enzym im 5. Bad eingesetzt. Als Vergleich sind die proteinischen 
Flottenrückstände einer regulären, ohne Enzymzusatz im Batch durchgeführten 
Rohwollwäsche aufgetragen. 
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Abb. 37. Vergleich der prozentualen Proteinrückstände nach dem Zusatz von SP 490 und SP 
654 mit Proteinrückständen aus der Rohwollwäsche ohne Enzymzusatz 
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Der Zusatz beider Proteasen führt zu einer erheblichen Erhöhung der proteinischen 
Rückstände. Diese Erhöhung beträgt bei den Flottenrückständen aus dem 4. Bad das 8-fache 
und im 5. Bad sogar das 10-fache des Vergleichsversuchs ohne Enzymzusatz. In den 
Flottenrückständen des 4. Bades fällt bei allen drei Waschverfahren doppelt bis dreifach 
soviel proteinisches Material an wie in den Flotten des 5. Bades.  
Die Erhöhung der proteinischen Rückstände durch den Einsatz der Proteasen in der 
Rohwollwäsche kann zwei Ursachen haben. Zum einen wird durch die Enzymbehandlung PC 
von der Wollfaser abgelöst bzw. deren erneutes Aufziehen auf die Faser verhindert, zum 
anderen wird aber auch proteinisches Material aus der Wollfaser selber abgelöst. Für das 
erste Argument sprechen die REM-Aufnahmen, die in Kap.4.2.2.3.1  Abb. 18-20 dargestellt 
sind. Dort ist zu erkennen, dass durch die Enzymbehandlung die Menge der der Wollfaser 
anhaftenden Partikel abnimmt. Da aber die hier gefundenen Mengen an proteinischem 
Material sehr hoch sind, kann dies nicht nur auf das Ablösen dieser Partikel zurückgeführt 
werden, sondern das Herauslösen von proteinischem Material aus der Faser selber muss 
ebenfalls eine Rolle dabei spielen. 
 
 
 
4.3.2 Einfluss des Zusatzes von Proteasen in der Rohwollwäsche auf PC der Wolle 
Um die auf der Wollfaser verbliebenen proteinischen Verunreinigungen (PC) zu isolieren, 
wurde die Wolle nach dem 4. Bad bzw. nach dem 5. Bad der Rohwollwäsche wie üblich 
geschleudert, dann getrocknet und anschließend die PC nach der Methode von Elling17 
isoliert. Diese Vorgehensweise wurde auch bei den Wollproben angewandt, die im 4. bzw. 5. 
Bad mit 0.2 % owf der Proteasen SP 490 bzw. 654 behandelt wurden. 
Bei der Isolierung der PC zeigte sich wieder, dass durch die Enzymbehandlung mehr 
proteinisches Material von der Wollfaser entfernt wird als bei den Wollproben, die ohne 
Enzymzusatz gewaschen wurden.  
Jedoch findet man bei der Isolierung der PC, im Gegensatz zu den Flottenrückständen, bei 
allen 3 unterschiedlich behandelten Proben mehr proteinisches Material bei den Wollproben 
des 5. Bades als bei Proben des 4. Bades. 
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Es lassen sich von den  Proben des 5. Bades ca. 1,2 mal mehr PC isolieren, als von den 
Wollproben des 4. Bades. Folglich wird im 4. Bad mehr proteinisches Material in die Flotte 
abgegeben, und es zieht gleichzeitig weniger Material wieder auf die Faser auf. Dies ist 
darauf zurückzuführen, dass noch Tensidrückstände aus dem 3. Bad in das 4. Bad 
mitgeschleppt werden, die dann diesen Ablöseprozess unterstützen und das proteinische 
Material in der Flotte halten. 
In der Torten-Graphik, Abb. 38, ist der Gehalt an PC der verschiedenen Proben dargestellt. 
Dabei weisen die Wollproben, die mit der Protease SP 654 behandelt wurden mit 46.5 bzw. 
53.8 Gew.-% den höchsten Anteil auf. Der Anteil der PC, die von Wollproben isoliert wurde 
die mit SP 490 behandelt wurden, ist mit 41.6 und 46.5 Gew.-% nur wesentlich geringer. In 
beiden Bädern und für die Behandlung mit beiden Enzymen liegt die Menge an isolierten PC 
mindestens 5 mal höher als die Menge der von den Referenzproben isolierten PC. 
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Abb. 38. Gehalt an PC-Gew.-% 
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Die Tatsache, dass von den Wollproben, die aus den mit Protease versehenen Waschbädern 
stammen, soviel mehr PC isoliert wurden als von den unbehandelten Proben, zeigt, dass sich 
durch den Enzymzusatz tatsächlich mehr proteinisches Material von der Faser lösen lässt. 
Allerdings lässt die sehr große Menge an diesem proteinischen Material darauf schließen, 
dass es sich hierbei nicht nur um die sogenannte PC handelt. Vielmehr liegt die Vermutung 
nahe, dass durch die Enzymbehandlung z.B. Cuticula-Schuppen und andere Wollproteine 
angelöst und dann durch die Extraktion vollständig abgelöst werden.  
  
 
 
4.3.2.1 Charakterisierung der PC mittels Aminosäureanalyse 
Durch einen Vergleich der Ergebnisse von Aminosäureanalysen, die von dem isolierten 
proteinischen Material angefertigt wurden, kann festgestellt werden, ob sich die 
Zusammensetzung der Proben nach einer Enzymbehandlung signifikant von der der 
unbehandelten Probe unterscheidet. So können Rückschlüsse gezogen werden, ob tatsächlich 
eine Abnahme des PC-Gehalts durch die Behandlung mit den Proteasen erfolgt ist. In Tab. 14 
sind die Ergebnisse der Aminosäureanalysen von den PC der einzelnen Proben sowie die 
Analysen der beiden Proteasen aufgelistet. 
Da sich auf den Wollfasern noch Reste der eingesetzten Proteasen befinden können, wird 
zunächst ein Vergleich der Aminosäurezusammensetzung der Proteasen und der isolierten PC 
betrachtet (vgl.: Tab. 14, Spalte2/3/5/6 mit 7/8).  
Dieser Vergleich ergibt, dass sich die Aminosäurezusammensetzung der Enzyme signifikant 
von der der isolierten PC unterscheidet. Daher kann angenommen werden, dass das Enzym 
keinen wesentlichen Beitrag zur Erhöhung des Proteingehalts leistet. 
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Tab. 14. Aminosäurezusammensetzung der von unterschiedlichen behandelten Rohwollproben 
isolierten proteinischen Material sowie der Proteasen SP 490 und SP 654. 
Aminosäure %  
4. Bad 
Referenz 
4. Bad 
SP 490 
4. Bad 
SP 654
5. Bad 
Referenz
5. Bad 
SP 490 
5. Bad 
SP 654 
Enzym 
SP 490 
Enzym
 SP 654
Spalte:  1 2 3 4 5 6 7 8 
Cysteinsäure 1,61 2,80 2,27 2,00 2,35 3,90 0,00 0,00 
Asparaginsäur
e 
6,67 7,79 8,03 6,72 8,03 7,92 10,11 12,91 
Threonin 6,06 6,42 6,77 5,84 6,21 6,39 6,19 7,20 
Serin 10,57 9,45 9,26 11,77 10,41 10,76 10,69 9,18 
Glutaminsäure 13,05 12,42 14,60 12,47 13,60 13,65 6,44 6,27 
Prolin 8,69 6,66 6,54 9,47 6,38 6,47 5,39 3,17 
Glycin 12,06 9,22 9,03 12,52 9,54 9,21 12,90 12,45 
Alanin 7,76 6,47 6,46 7,82 6,95 7,39 15,63 11,58 
Valin 6,95 6,87 6,94 7,05 6,86 7,24 10,07 7,84 
Cystin 5,60 1,36 1,09 2,74 1,05 0,13 0,06 0,64 
Methionin 0,16 0,27 0,27 0 0,28 0,06 0,71 0,72 
Isoleucin 2,24 3,52 3,81 2,27 3,81 3,87 3,63 7,96 
Leucin 5,67 8,27 8,93 5,94 8,96 8,40 7,84 8,21 
Tyrosin 2,00 3,56 3,03 2,11 2,96 2,69 1,06 1,01 
Phenylalanin 2,09 2,97 2,83 2,47 2,89 2,87 0,84 2,41 
Ornithin 1,01 0,55 0,24 0,84 0,73 0,18 0,40 0,18 
Lysin 2,61 3,93 3,18 2,51 3,28 2,87 2,13 1,84 
Histidin 0,38 1,23 0,28 0,13 0,45 0,29 2,81 3,05 
Arginin 4,83 6,05 6,34 5,33 5,53 5,60 3,10 3,05 
Lanthionin 0,00 0,13 0,09 0,00 0,13 0,10 0,00 0,00 
 
Der Vergleich der enzymbehandelten mit den Referenzproben  zeigt, dass der Gehalt an 
Cystin bei den mit den Proteasen behandelten Proben geringer ist, als bei den 
Referenzproben. Gleichzeitig tritt durch die Enzymbehandlung eine Erhöhung des 
Cysteinsäuregehalts auf. Dies lässt darauf schließen, dass durch die Enzymbehandlung ein 
Abbau des Cystins während der Rohwollwäsche katalysiert wird, eine Annahme, die durch 
das Auftreten von Lanthionin bei allen enzymbehandelten  im Gegensatz zu den 
unbehandelten Proben bestätigt wird.  
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Auch bei den anderen grau unterlegten Aminosäuren verändert sich der Gehalt signifikant 
durch die Enzymbehandlung. 
 
Um nun festzustellen, ob aus dieser Tabelle auch ein Abbau an PC zu erkennen ist, muss 
daran erinnert werden dass PC einen hohen Anteil an Hautbestandteilen aufweisen. Folglich 
sollte sich ein Abbau der PC in der Abnahme der für Hautschuppen elementaren 
Aminosäuren widerspiegeln.  
Dazu eignet sich die Betrachtung des Prolingehalts. Diese Aminosäure ist in hohen Mengen 
im Kollagen der Dermis enthalten und muss daher bei den enzymbehandelten Proben im 
Vergleich  zu den Referenzproben geringer werden. Auch der Gehalt an Serin und Glycin 
sollte abnehmen, da Hautschuppenproteine einen sehr hohen Anteil an diesen Aminoäuren 
enthalten; d.h.  für Serin 14,5 und für Glycin 23,3 Gew.-% 82. 
In Abb. 39 ist der Gehalt an diesen drei Aminosäuren dargestellt. Zum einen ist der 
Aminosäuregehalt der PC von Wollproben aufgeführt, denen die Proteasen SP 490 und SP 
654 in dem 4. oder 5. Bad der Rohwollwäsche zugesetzt wurden. Der in den PC der 
jeweiligen Referenzproben enthaltenen Gehalt dieser Aminosäuren wird diesen Ergebnissen 
gegenüber gestellt. 
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Abb. 39. Vergleich des Verhältnisses der für Hautschuppenproteine wichtigen Aminosäuren nach der 
Enzymbehandlung im 4. Bzw. 5. Bad mit SP 654; SP 490 und den jeweiligen Referenzproben 
 
Es zeigt sich, dass der Gehalt an allen drei Aminosäuren von der jeweiligen Referenzprobe zu 
den enzymbehandelten Proben abnimmt. Daraus ergibt sich, dass durch den Einsatz sowohl 
der Protease SP 490 als auch der Protease SP 654 in einzelne Bäder der Rohwollwäsche eine 
Reduzierung der PC während dieses Verfahrens erfolgt ist.   
Da allerdings im 5. Bad insgesamt mehr proteinisches Material von den Wollfasern abgelöst 
werden kann, also allem Anschein nach in dem 5. Bad auch eine stärkere Veränderung der 
Wollfaser selber auftritt, ist der Einsatz dieser Proteasen zur Verringerung der PC im 4. Bad 
der Rohwollwäsche sinnvoller. 
 
 
 
4.3.2.2 Charakterisierung der PC mit Hilfe der SDS-PAGE 
Eine Möglichkeit zu überprüfen, ob das bei der Isolierung der PC von den enzymbehandelten 
Wollproben anfallende Material tatsächlich Wollproteine enthält, ist die Charakterisierung 
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dieses proteinischen Materials mit Hilfe der SDS-PAGE. In den aus der Elektrophorese 
resultierenden Elektropherogrammen, sollten Proteinbande detektierbar sein, die 
Wollproteinen zugeordnet werden können, wie sie in Tab. 4 aufgeführt sind. Ferner sollten 
sich für Hautschuppen charakteristisch Banden detektieren lassen. Das Trennungsmuster von 
Hautschuppen nach einer SDS-PAGE weist Proteinbanden bei 65;59 und 42-40 kD8 auf. 
In Abb. 40 ist ein Densitogramm des proteinischen Materials dargestellt, das von Wollfasern 
isoliert wurden, die mit 0,2 % owf SP 490 im 4. Bad der Rohwollwäsche behandelt wurden. 
Die Banden, die detektiert werden können, liegen bei  21, 16, 14 und 10 kD.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 40 Densitogramm der nach Marshall extrahierten PC, die von Wolle isoliert wurde, die 
mit 0,2 % owf SP 490  behandelt wurde. 
 
 
Aus der Literatur geht hervor, dass diese Banden charakteristisch für die IFAPs der Wollfaser 
sind. Das Densitogramm liefert jedoch keinen Hinweis darauf, dass in diesem proteinischen 
Material Hautschuppen enthalten sind, da in dem Bereich der höhermolekularen Proteine 
keine Banden detektiert werden können, und für Hautschuppen müßten Proteinbanden im 
Bereich von 65-40 kD zu erkennen sein.  
Die Tatsache, dass keine Proteinbanden zu detektieren sind, die Hautschuppen – und damit 
PCs - zugeordnet werden könnten, liegt sehr wahrscheinlich an dem geringen Anteil, den die 
Hautschuppen am gesamt Rückstand diesen proteinischen Materials haben. Da dieser Anteil 
wahrscheinlich sehr gering ist, kann er mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden.  
 
kD 
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Die Ergebnisse aus den beiden beschriebenen Charakterisierungsmethoden, der 
Aminosäureanalyse und der SDS-PAGE, ergeben folgendes Bild über die Zusammensetzung 
der isolierten proteinischen Rückstände: Die Abnahme des Aminosäuregehalts von Prolin, 
Serin und Glycin nach Protease-Behandlung weist eindeutig darauf hin, dass der Anteil der 
Hautschuppen, und damit an PC, durch die Proteasebehandlung abnimmt. Allerdings wird 
gleichzeitig durch die SDS-PAGE gezeigt, dass die durch die Enzymbehandlungen 
anfallenden isolierbaren proteinischen Rückstände zum überwiegenden Teil aus IFAPs 
bestehen. 
 
 
4.4 Charakterisierung von Wolle nach Enzymeinwirkung 
Die Behandlung von kanariengelber Wolle mit Proteasen kann, wie in Kap 4.2.2 beschrieben 
und bereits in vorangegangen Arbeiten83 gezeigt wurde,  Veränderungen im Feinbau der 
Wollfaser hervorrufen.  
Diese Veränderungen werden im weiteren Verlauf der Arbeit, aufbauend auf den 
veröffentlichten Ergebnissen83, genauer betrachtet. Hierzu wurden Wollproben untersucht, 
die mit unterschiedlichen Mengen an Protease 60 min inkubiert wurden. Die Proben wurden 
mit 0,5 %, 1 %, 1,5 %, 2,5 % und 5 % owf Enzym, bei 50°C behandelt und das Enzym 
anschließend bei 80 °C desaktiviert. 
 
4.4.1 Morphologie der Faser im Querschnitt 
Bereits in vorangegangen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit 
Proteasen Veränderungen im Feinbau der Wollfaser verursacht werden83.  
Diese Veränderungen können mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 
sichtbar gemacht werden. Von den Proben wurden Fasern einer nicht enzymbehandelten 
Referenz und einer mit 2.5 % Enzym behandelten Probe auf diese Weise untersucht. Es 
wurden hierbei zwei verschiedene Kontrastierungstechniken angewandt. Zum einen wurden 
die Proben, wie üblich, einer Silber-Kontrastierung unterzogen. Einige Proben wurden dann 
noch mit einer Uranylacetat/Bleicitrat Lösung nachkontrastiert. Mit Hilfe der 
Nachkontrastierung kann eine Modifizierung des ZMK, sowohl zwischen Cuticula und 
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Cortex, als auch zwischen den Cortexzellen besser sichtbar gemacht werden. Bei dem 
Betrachten der nachkontrastierten Mikrographien muss man allerdings die im Vergleich zur 
Silber-Kontrastierung in diesem Fall heller als die Endocuticula, und auch die „A-Layer“ ist, 
im Vergleich mit silberkontrastierten Mikrographien, nicht so dunkel. 
 
Im TEM (Uranylacetat/Bleicitrat) (Abb.41) ist die Cuticula, in der sich noch Organellenreste 
befinden, gut zu erkennen (1). Auch die schienartige Struktur des ZMK ist hier deutlich 
sichtbar (2). unterschiedliche Färbung der Cuticula beachten. Die Exocuticula wird  
 
500 nm
 
 
Abb. 41.  TEM-Mikrographie eines Teils eines unbehandelten Wollfaserquerschnitts 
(Uranyl/Bleiacetat-Kontrastierung) 
 
1
2
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1 µm
 
Abb. 42.  TEM-Mikrographie eines Ausschnitts eines mit 2,5 % Enzym owf behandelten 
Wollfaserquerschnitts (Uranyl/Bleiacetat-Kontrastierung) 
 
Dagegen ist bei der Mikrographie der enzymbehandelten Probe (Uranylacetat/Bleicitrat) 
(Abb.42) ein stellenweiser Abbau des ZMK zu erkennen (1). In dieser Mikrographie kann 
man zudem das Fehlen der enzymatisch abbaubaren Endocuticula beobachten (2). Manchmal 
kann es dadurch zu Ausstülpungen der Exocuticula kommen, wie in der folgenden Abb. 43 zu 
sehen ist (1). 
1 µm
 
Abb. 43.  TEM-Mikrographie eines Teils eines mit 2,5 % Enzym behandelten Faserquerschintts. 
Durch das Fehlen der Endocuticula kommt es zu einer Ausstülpung der Exocuticula. (Silber-
Kontrastierung) 
1
2
1
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In der Mikrographie des Faserquerschittes der mit 2,5 % Enzym behandelten Wollprobe 
(Abb.44) erkennt man, dass fast die komplette Cuticula fehlt (1). Es ist nur noch ein kleiner 
Rest auf der Paracortex-Seite (seitlich links unten (2)) vorhanden.  
 
5 µm
 
Abb. 44.  TEM-Mikrographie  eines kompletten Faserquerschnitt einer mit  2,5 % Enzym behandelten 
Wollfaser  (Urany/Bleiacetat-Kontrastierung)  
 
Auch sind Lücken zu erkennen, in denen sich vorher der ZMK befand. Die Veränderungen 
der Faser sind auf Seiten des Orthocortex gravierender als auf Seiten des Paracortex. Dies 
könnte daran liegen, dass auf dieser Seite in der Regel mehr Cuticulaschichten den 
Faserstamm schützen, als auf der Orthocortex Seite52. 
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4.4.2 Gelelektrophoretische Trennung der extrahierbaren Wollproteine 
Zur Charakterisierung der Veränderung auf molekularer Ebene wurden die mit der Protease 
SP 654 behandelten Proben ebenfalls nach Marshall77 extrahiert und mit Iodacetamid 
derivatisiert.  
 
4.4.2.1 Extraktionsverhalten der mit unterschiedlichen Enzymkonzentrationen behandelten 
Wollproben 
Bei der Extraktion zeigte sich, dass die Proben unterschiedliches Extraktionsverhalten 
aufweisen. Dieses unterschiedliche Extraktionsverhalten der mit unterschiedlichen 
Enzymkonzentrationen inkubierten Wollproben wird in Abb. 45 verdeutlicht. Der 
Extraktionsgrad der unbehandelten Wollprobe liegt bei 69,3 Gew.-%. Der Extraktionsgrad 
nimmt schon bei der mit 0,5 % Protease behandelte Probe um 6,1 Gew.-% auf 75,4 Gew.-% 
zu. 
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Abb. 45. Graphische Darstellung des Extraktionsgrades der mit unterschiedlichen 
Enzymkonzentrationen behandelten Wollproben. 
 
Bei höheren Enzymkonzentrationen steigt die Extrahierbarkeit stetig, von 82,1 Gew.-% bei 
der mit 1 % Protease owf behandelten Proben über 89,8 (1,5 % owf) auf 97,3 Gew.-% für die 
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mit 2,5 % Enzym inkubierten Probe an. Bei der am intensivsten (5 % owf) behandelten Probe 
findet sich nach der Extraktion kein Rückstand mehr.  
 
4.4.2.2 Trennung der Wollproteine mittels SDS-PAGE 
Aus der unterschiedlichen elektrophoretischen Mobilität der extrahierbaren Wollproteine 
ergeben sich charakteristische Proteintrennungsmuster im Elektropherogramm. Das aus einer 
SDS-PAGE resultierende Proteintrennungsmuster der mit unterschiedlichen Konzentrationen 
an Protease behandelten Proben ist in Abb. 46 zu sehen.  
54321
 
Abb. 46. Das SDS-PAGE-Elektropherogramm von Wollproben, die mit unterschiedlichen 
Proteasekonzentrationen behandelt wurden, weist im Proteintrennungsmuster eine unterschiedliche 
Molekulargewichtsverteilung für die einzelnen Proben auf. 
  Spalte 1: unbehandelte Wollprobe als Referenz 
  Spalte 2: Probe mit 0,5 % owf Protease  
  Spalte 3: Probe mit 1 %    owf  Protease  
  Spalte 4: Probe mit 1,5 % owf Protease  
  Spalte 5: Probe mit 2,5 % owf Protease  
  Spalte 6: Probe mit 5 %    owf Protease  
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Das Proteintrennungsmuster aller untersuchten enzymbehandelten Wollproben unterscheidet 
sich deutlich von dem der nicht enzymbehandelten Proben, wobei die Größe der detektierten 
Proteine orgelpfeifenartig von der Referenz zu der am intensivsten behandelten Wollprobe 
hin abnimmt. 
 
Spalte 2, Abb. 46 zeigt das Proteintrennungsmuster der Wollprobe, die mit nur 0.5 % Enzym, 
bezogen auf das Wollgewicht, behandelt wurde. Ein Vergleich dieser Probe mit der 
unbehandelten Referenzprobe (Spalte 1), lässt erkennen, dass durch die Enzymbehandlung 
eine starke Modifizierung des Trennungsmusters eingetreten ist. Insgesamt kann eine 
Zunahme der Gesamtzahl der Banden festgestellt werden. Eine ähnliche Zunahme an Banden 
wurde schon in Kapitel 4.2.2.3.2 im Zusammenhang mit der Bleiche von kanariengelber 
Wolle mit Proteasen beschrieben.  Sie wurde zwischen der Referenzprobe und der mit 0,6 % 
owf SP 654 gebleichten Wollprobe beobachtet. Dieses vermehrte Bandenaufkommen ist 
wahrscheinlich auf die nachgewiesene bessere Extrahierbarkeit der enzymbehandelten 
Wollproben zurückzuführen.  
 
Bei dem Vergleich dieser beiden Proteintrennungsmuster ist aber nicht nur eine allgemeine 
Zunahme, sondern auch eine teilweise Intensitätsabnahme an Proteinbanden zu erkennen. In 
dem in Abb. 48 dargestellten Densitogramm ist eine Abnahme der Intensität von 
Proteinbanden im Bereich der schwefelarmen Proteine (45-66 kD) gut zu erkennen. Diese 
Intensitätsabnahme zeigt, dass die Proteinkonzentration in diesem Bereich abgenommen hat. 
Das bedeutet, dass es durch die Inkubation der Wolle mit der Protease zu einem Abbau der 
LS-Proteine, denen dieser Bereich des Proteintrennungsmusters bei der SDS-PAGE 
zugeordnet wird (vgl.: Tab. 4, Kap.2.7.4), kommt.  
 
Gleichzeitig mit der Intensitätsabnahme in diesem Bereich werden zusätzliche Proteinbanden 
im Bereich kleinerer Molekulargewichte (35-6 kD) detektiert, die bei den 
Proteintrennungsmustern der unbehandelten Proben nicht vorhanden sind. Diese zusätzlichen 
Banden können zum einen auf die bessere Extrahierbarkeit zurückgeführt werden. 
Berücksichtigt man aber die Konzentrationsabnahme der LS-Proteine, so sind diese neuen 
kleineren Proteinbanden sehr wahrscheinlich auch auf Spaltprodukte der 
Intermediärfilamente zurückzuführen. 
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Abb. 47. Vergleich der Densitogramme der Referenz- und der mit 0,5 % owf Protease behandelten 
Wollprobe. Eine Intensitätsabnahme im LS-Bereich (45-66 kD), der den Intermediärfilamenten 
zugeordnet wird, ist deutlich zu erkennen. 
 
 
Die Intensität der Proteinbanden im Bereich der schwefelarmen Proteine (LS) nimmt von der 
Probe, die mit 0,5 % owf Protease inkubiert wurde zu der Probe, die einer Behandlung mit  
1,5 % owf Protease unterzogen wurde, langsam ab. Bei den mit 2,5 % owf und 5 % owf 
Enzym behandelten Wollproben sind keine Proteinbanden in diesem Bereich des 
elektrophoretischen Trennungsmusters mehr detektierbar.  
Gleichzeitig mit dem Verschwinden dieser Banden, werden neue Banden im mittleren (34-14 
kD) und im niedermolekularen Bereich (13.5-6 kD) detektiert. Diese sind auf Basis des 
Molekulargewichtes keinem morphologischen Faserbereich zuzuordnen, sondern auf 
Spaltprodukte der LS-Proteine zurückzuführen. Ihre geringe Molekülgröße führt zu einer 
hohen elektrophoretischen Mobilität.  
Bei dem Vergleich aller fünf Densitogramme ist der sukzessive Abbau der größeren 
extrahierbaren Wollproteine und die gleichzeitige Zunahme an niedermolekularen Proteinen 
bei steigender Proteasekonzentration gut zu erkennen. Das Densitogramm der mit 2,5 % 
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Protease behandelten Probe weist nur noch eine kleine Proteinbande, die größer als 24 kD ist, 
auf. Bei der 5 %-Probe ist selbst diese Bande verschwunden und die Bande mit dem höchsten 
Molekulargewicht liegt bei ca. 18 kD. 
 
 
Referenz 0,5 % 1 % 1,5 % 2,5 % 5 %
kD  97  66  45           35  24  18  14                                          6  
 
Abb. 48. Vergleich der Densitogramme von vier mit unterschiedlichen Protease Konzentrationen 
inkubierten Wollproben und einer unbehandelten Wollprobe als Referenz. 
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4.4.2.3 Trennung der Wollproteine mittels IEF 
Die IEF der Referenz, der mit 0,5 %, der mit 2,5 % und der mit 5 % owf Protease inkubierten 
Wollproben führt zu dem in Abb. 49 abgebildeten Trennungsmuster. 
 
Anode pH 4
Kathode pH 8
5 %2,5 %0,5 %0 %Standard  
 
Abb. 49. Proteintrennungsmuster nach einer isoeletrischen Fokussierung (IEF) von einem Standard 
und den mit unterschiedlichen Proteasekonzentrationen inkubierten Wollproben  
 
Das zweite Proteintrennungsmuster, rechts neben dem Standard ist für unbehandelte Wolle 
typisch. Die nächste Spalte zeigt das Trennungsmuster, das die Fokussierung der Proteine der 
mit 0,5 % Protease behandelten Probe verursacht hat. Diese Probe weist hier, wie schon das 
SDS-PAGE Trennungsmuster, mehr detektierbare Banden auf als die unbehandelte Referenz.  
Auch in diesem Fall ist diese Zunahme der Proteinbanden auf die durch die 
Proteasebehandlung hervorgerufene bessere Extrahierbarkeit der Wollproteine 
zurückzuführen. Diese neu auftretenden Proteine oder Proteinbruchstücke haben ihren 
isoelektrischen Punkt (PI) hauptsächlich im sauren Bereich. 
Bei den anderen beiden in Abb. 49 zu sehenden Proben sind ebenfalls mehr Proteinbanden im 
Anoden-Bereich detektierbar als bei der Referenz Probe. 
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Vergleicht man die Proteintrennungsmuster aller hier dargestellten mit Protease behandelten 
Wollproben, ergibt sich ein ähnliches Bild wie bei dem Proteintrennungsmuster nach der 
SDS-PAGE: Die Gesamtzahl an detektierbaren Proteinbanden nimmt von der Referenz zu der 
mit 0,5% Protease behandelten Probe zu und verringert sich dann wieder stetig mit steigender 
Enzymkonzentration.  
 
4.4.2.4 Charakterisierung der Wollproteine mittels 2D 
Die zweidimensionale Elektrophorese (2D-Elektrophorese) kombiniert die Trennung der 
Proteine nach ihrem Molekulargewicht mit ihrer Trennung nach dem IP. Auf diese Art ist es 
möglich, Proteine vollständig zu charakterisieren.  
Versuche, die extrahierten Wollproteine mittels einer 2D-Elektrophorese vollständig zu 
charakterisieren, führten bisher noch nicht zu guten Ergebnissen, so dass das Verfahren 
hierfür noch optimiert werden muss. 
Bisher ist es noch nicht gelungen, die Proteine so scharf zu trennen, dass ein 
Proteintrennungsmuster entsteht, das es ermöglicht, einzelne Proteine als sogenannte 'Protein-
spots' zu detektieren und somit zu charakterisieren.  
Ein Beispiel für die bisher erzielte 2D Trennung ist in Abb. 50 für eine mit 2,5% owf 
Protease behandelte Wolle und eine Referenzprobe dargestellt.  
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Abb. 50 2D Proteintrennungsmuster einer unbehandelten Wolle als Referenz und einer  mit 2,5 % owf 
Protease behandelten Probe 
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Obwohl das Verfahren noch nicht optimiert ist, spiegeln sich bei diesen 2D 
Trennungsmustern die schon bei den einzelnen Methoden erkennbaren Tendenzen deutlich 
wider. Auch hier ist eine Zunahme an Proteinen im sauren Bereich durch die Protease-
Behandlung zu erkennen. Und ebenso wie bei der SDS-PAGE zeigt sich, dass die 
Enzymbehandlung zu einer Abnahme der Proteinbanden mit höherem Molekulargewicht 
führt.  
Die Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen (Abb.50) zeigen, dass durch die 
Enzymbehandlung Proteine, die ihren pI im alkalischen Bereich haben, abgebaut werden, 
während die neu auftretenden Proteinbanden hauptsächlich pI-Werte im sauren Bereich 
aufweisen und somit auf der anodischen Seite des Gels erscheinen. 
Abschließend ist zu bemerken, dass, obwohl diese Methode noch nicht optimiert ist und 
daher die einzelnen Proteine nicht vollständig charakterisiert werden können, trotzdem schon 
Aussagen über die durch die Proteasebehandlung freigesetzten Proteine und deren 
Spaltprodukte gemacht werden können. So können in Zukunft, nach weiterer Anpassung der 
Methode auf die für diese Wollproteine notwendigen Bedingungen, die Vorgänge, die durch 
den Zusatz von Proteasen zu Wollveredelungsprozessen entstehen, besser verstanden und 
nachvollzogen werden. 
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5 Experimenteller Teil 
5.1 Materialien 
Die südafrikanische Merinorohwolle wurde ebenso wie ein nicht näher bezeichnetes 
nichtionisches Tensid von der Bremer Wollkämmerei (BWK) zur Verfügung gestellt. Ein 
weiteres eingesetztes Tensid, Uniperol ist von Bayer. 
Bei den Enzymen handelt es sich um eine Meerrettichperoxidase der Fa.Sigma und 
Subtilisin-Proteasen (SP 490; SP 645 und SP 655) der Fa. NOVO-Nordisk. 
Die Gelfolien zum Einschweißen der fertigen Elektrophorese-Gele wurden von der Fa. 
Biorad bezogen. 
Das Reagenz 4-Amino-antipyrin wurde von der Fa. Sigma und TNBS von der Fa. Serva 
bezogen.Der Harnstoff wurde in elektrophoretischer Reinheit und alle weiteren Chemikalien 
in analytischer Reinheit eingesetzt. 
 
5.2 Geräte 
Folgende Geräte fanden Verwendung: 
Laborfärbemaschine:  Ahiba Turbocolor MPC 600; Fa. Ahiba 
Schüttelinkubator:   Fa. GFL 
Thermomixer:   Thermomixer 5436; Fa. Eppendorf 
Gelelektrophorese:   Mini Protean II Dual Slab Cell; Fa. Bio-Rad 
Stromversorgungsgerät:  PoverPac 300; Fa. Bio-Rad 
Isoelektrische Fokussierung:  PhastSystem; Fa. Pharmacia 
Schüttelapparatur:   Ks 500; Fa. Janke & Kunkel 
Geltrockner:    GelAir Drying; Fa. Bio-Rad 
Gel-Auswertung:   pdi-Densitometer; Fa. Pharmacia 
Schleuder:    Haushaltsschleuder; Fa. Miele 
Photometer:    UV-160A Spektrometer; Fa. Shimadzu 
Ultraschallbad:   Transonic T 470/H; Frequenz 35 kHz; Fa. Elma 
Farbmäßgerät:   Datacolor 3890 Farbmeßgerät; Fa. Datacolor 
Aminosäure Analysator:  LC 2000 bzw. LC 6000 Fa. Biotronic 
Zentrifugen:    J-21 C mit Festwinkelrotor JA-20 Fa. Beckman 
      Sigma Laborzentrifuge 2/15 
Elektronenmikroskop:  Transmissions Elektronenmikroskop EM 410; Fa. Philips  
Rasterelektronenmikroskop:  Leica S 360 
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5.3 Durchführung der Rohwollwäsche im Labormaßstab 
Die im Labor durchgeführte Rohwollwäsche wurde dem Rohwollwaschverfahren der 
Bremerwollkämmerei nachgestellt. Sie bestand aus 5 Bädern, wobei es sich bei den ersten 3 
Bädern um Waschbäder und den letzten beiden um Spülbäder handelte. Den Waschbädern 
wurde das ebenfalls von der BWK zur Verfügung gestellte nichtionisches (n.i.) Tensid 
zugesetzt. Das Flottenverhältnis betrug 1:100. Die in Tab. 15 angegebenen Prozentwerte 
beziehen sich auf die Flotte. Nach jedem Bad wurde die Wolle kurz (ca. 30 s) geschleudert. 
 
Tab. 15. Bedingungen der im Labor durchgeführten Rohwollwäsche 
  Temperatur 
 in C° 
 Chemikalien Zeit 
 in min 
   1. Waschbad 55   0,1 % v/v n.i. Tensid 3 
 
  2. Waschbad 50 
  0,2 % v/v n.i. Tensid  
  0,25 % w/v Na2CO3 3 
 
  3. Waschbad 50 
  0,15 % v/v n.i. Tensid  
  0,15 % w/v Na2CO3 3 
   1. Spülbad 45 - 3 
   2. Spülbad 33 - 3 
 
 
 
 
5.4 Einsatz von Enzymen in der Rohwollwäsche zum Bleichen von kanariengelber 
Wolle 
Hierzu wurde die RWW wie im vorigen Abschnitt beschrieben, bis einschließlich des 
Schleuderns nach dem 3 Waschbad durchgeführt.  
Die Proteasen SP 490, SP 655, und SP 654 wurden im 1. Spülbad der RWW eingesetzt.  
Anschließend wurden die Proben 2 h bei 50 °C getrocknet, klimatisiert und die Gelbwerte 
gemessen. 
Die Protease Behandlungen, mit unterschiedlichen Mengen an Enzym und unterschiedlichen 
Behandlungszeiten, wurde in der Laborfärbemaschine durchgeführt. 
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Versuchsbedingungen: 
 Flottenverhältnis:  1: 50 
 Behandlungtemperatur: 50 °C 
 Behandlungsdauer:  10 min; 30 min; 60 min 
 
Die eingesetzte Enzym Menge wurde folgendermaßen variiert: 
 0,2 % Enzym owf 
 0,4 % Enzym owf 
 0,6 % Enzym owf 
 
Nach der Behandlung wurden die Proben 10 min unter fließendem Wasser gespült, 
getrocknet, klimatisiert und der Gelbwert  erneut gemessen. 
 
5.5 Extraktion der PC 
Die Isolierung der PC erfolgte nach Elling et al.17 
 
Versuchsbedingungen: 
Flottenverhältnis:  1: 100  
 Behandlungtemperatur: RT 
 Behandlungsdauer:  60 min 
 
 
5.6 Enzymbehandlung von Wolle zur Veränderung des PC-Gehalts 
Zur Veränderung des PC-Gehalts wurden die Proteasen SP 490 und SP 654 zwei 
unterschiedliche Bädern (a; b) der Rohwollwäsche zugegeben. Die Wäsche wurde bis zu dem 
Bad, dem das Enzym zugefügt wird, wie in 5.3 beschrieben durchgeführt. Nach der Zugabe 
der jeweiligen Protease im 4. Bad der Rohwollwäsche wurde die Wäsche abgebrochen. Nach 
den Protease Behandlungen wurden die Proben geschleudert, getrocknet und anschließend die 
PC isoliert. 
 Behandlungsbad  a:    4. Bad  
 Behandlungsbad  b:  5. Bad 
 Enzymkonzentration:  0,2 %  owf 
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5.7 Analytik 
5.7.1 Bestimmung der Gelbwerte 
Alle Gelbwertbestimmungen erfolgten ohne Glanz mit der Blende 180 mm. Es wurden 
jeweils 54 Messungen an verschiedenen Punkten durchgeführt und der Mittelwert gebildet. 
Der Bewertung lag die Lichtart D 65 und ein Beobachtungswinkel von 10° zugrunde.  
Als Referenz diente die vor der Behandlung vermessene Probe.  
 
5.7.2 Bestimmung der Peroxidase Aktivität 
Die Aktivität der Peroxidase wurde mit Hilfe eines Tests nach Worthington43 bestimmt. 
 
Phosphatpuffer pH 7:  0,20 M KH2PO4  
    0,25 M Na2HPO4 
 
Wasserstoffperoxidlösung: 1 ml einer 0,3 % H2O2 Lösung mit dem Phosphatpuffer auf  
    50 ml auffüllen. 
 
4-Amino-antipyrinlösung: 810 mg Phenol und 25 mg 4-Amino-antipyrin mit H2O auf  
50 ml auffüllen 
 
Messtemperatur:  25 °C 
Wellenlänge:   510 nm (gegen Wasser) 
Messdauer:    alle 60 s in einem Zeitraum von 360 s 
 
Zur Durchführung des Tests wurden 1,4 ml der 4-Amino-antipyrinlösung und 1,5 ml der 
Substratlösung (Wassestoffperoxidlösung) in einer Küvette auf 25 °C temperiert. Nach der 
Zugabe von 0,1 ml Enzymlösung wurde über eine Zeitspanne von 360 s alle 60 s eine 
Messung durchgeführt. 
 
Die Berechnung der Aktivität erfolgte dann nach folgender Gleichung: 
EW * 6,58
E510 * 3
= Einheiten/mg
 
 
E510 : Extinktionszunahme pro min 
3: Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes 
Ew: Einwaage des Enzyms in mg/0,1ml 
eingesetzter Lösung 
6,58: 1 Einheit bewirkt eine Extinktion in einem 
Reaktionsvolumen (in ml) von 6,58 pro 
Minute 
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5.7.3 Bestimmung der Protease Aktivität (TNBS-Test) 
Der TNBS-Test wurde nach einer modifizierten Methode von Fields84 durchgeführt. Hierbei 
wurden die Lösungen der Enzymprobe, der Enzym-Nullprobe und der DMC-Nullprobe nach 
dem in Tab. 16 aufgeführten Pipettierschema zugegeben.  
 
Lösungen: 1 %  Na2SO3 
0,1  % TNBS 
0,4  % DMC in Boratpuffer (pH8) 
 
 
Boratpuffer:  3,240 g Na2B4O7 * 10 H2O 
  1,663 g NaH2PO4 * 1 H2O    
  in 40 ml warmen H2Odest lösen und nach dem Abkühlen auf 100 ml auffüllen 
 
Tab. 16  Pipettierschema für TNBS-Test 
Lösung Enzym-Probe Enzym-Nullprobe DMC-Nullprobe 
1.  Na2SO3 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 
2.  H2Odest      (Puffer) - 1,0 ml 1,0 ml 
3.  Enzymlösung  
     in H2Odest   (Probe) 1,0 ml 1,0 ml - 
4.  DMC 1,0 ml - 1,0 ml 
5.  TNBS 0,25 ml 0,25 ml 0,25 ml 
 
Lösungen 1-3 wurden in ein Reagenzglas mit Schraubverschluß gegeben und im Wasserbad 
auf 25 °C erwärmt. Dann wurden in die entsprechenden Reagenzgläser im Abstand von 30 s 
gleichzeitig die DMC-Lösung und die TNBS-Lösung zupipettiert. Nach genau 25 min wurde 
die Reaktion durch Zugabe von 2,5 ml Eiswasser gestoppt. Die Reagenzgläser wurden dann 
sofort in einen Behälter mit Eis gestellt und die Absorption bei bei λ = 425 nm photometrisch 
bestimmt. 
 
5.7.4 Aminosäureanaylse 
Die Proben wurden mit 5,7 M bidestillierter Salzsäure versetzt und im Bombenrohr 24 h bei 
110 °C hydrolysiert. Die Salzsäure wurde am Rotationsverdampfer entfernt, die Proben 
dreimal mit destilliertem Wasser versetzt und wieder bis zur Trockne eingeengt. Die 
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Aminosäureanalyse der sauren Totalhydrolysate erfolgte dann nach der Methode von 
Spackman, Stein und Moore85 mit den automatischen Analysatoren. 
 
 
5.7.5 REM-Probenvorbereitung  
Einige Wollfasern wurden auf einen Träger aufgebracht, mit Gold bedampft und 
anschließend mit dem Rasterelektronenmikroskop vermessen. 
 
 
 
5.7.6 TEM-Probenvobereitung 
Die zu untersuchenden Wollfasern wurden zur Kontrastierung 3 d in eine ammoniakalischen 
Silberlösung eingelegt. 
Anschließend wurden die Proben auf Träger aufgebracht. Mit diesen Trägern wurden die 
Proben in Gelantinekapseln gelegt, die dann mit Acrylharz aufgefüllt wurden, um 
anschließend 1 d bei 50 °C auspolymerisiert zu werden. 
 
Acrylharz: 5,25 ml  Butylmethylat* 
    0,5 ml   Methylmethacrylat* 
    13,0 ml  2-Hydroxyethylmethacrylat 
    1,0 g   Benzoylperoxid 
    0,6 ml  H2Odest 
 
*  Diese Chemikalien wurden durch 2 maliges Ausschütteln über 3 % NaOH entstabilisiert, bis zur Neutralität 
gewaschen und anschließend über CaCl2 getrocknet. 
 
Nach der Prolymerisation wurden die Proben geschnitten und vermessen. 
 
Die Nachkontrastierung mit Uranylacetat/Bleiacetat einiger Proben erfolgte nach einer 
Vorschrift von Lickfeld86. Dabei wurden die fertigen Probenschnitte zuerst 20 – 40 s lang mit 
einer 2% Uranylacetat-Lösung und danach 30 s mit einer 2% Bleiacetat-Lösing benetzt. Nach 
kurzem Abwaschen der Probenschnitte mit H2Odest und dem Trocknen mit einem Stückchen 
Filterpapier wurden die Probenschitte vermessen. 
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5.7.7 Tryptophanbestimmung 
Die Bestimmung des Tryptophangehalts erfolgte nach einer Vorschrift von Schäfer76. 
 
5.7.8 Extraktion der Wollproteine  
Die Extraktion der Wollproteine erfolgte nach einer modifizierten Methode von Marshall77. 
 
Extraktionspuffer:  8 M  Harnstoff 
   0,05 M Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
   0,05 M Dithioerythritol 
 
Je 5 mg der eingewogenen Wollprobe wurden mit 500 µl Extraktionspuffer versetzt. Die 
Extraktion erfolgte unter Stickstoffatmosphäre und Schütteln (500/min) während 1 h bei 
40 °C im Thermomixer. Zur Abtrennung der verbleibenden Wollreste wurden die Proben 1 h 
bei 15000 U/min zentrifugiert. 
 
5.7.9 Derivatisierung der Wollproteine  
Die Alkylierung der Thiolgruppen mit Iodacetamid erfolgte durch Zugabe von 50 µl einer 
20 %-igen Iodacetamidlösung je 500 µl Proteinextrakt. Nach einer Reaktionszeit von 30 min 
wurden die Proben entweder sofort bei einer Elektrophorese verwendet oder bei –78 °C 
eingefroren. 
 
5.7.10 Elektrophoretische Methoden 
5.7.10.1 SDS-PAGE 
Die gelelektrophoretische Fraktionierung der Wollproteine erfolgte nach einer Vorschrift von 
Schägger und Jagow87. 
 
Extraktionspuffer: 
Trenngel:   T =  12,5 %   
C =  3 %  
   1 M   Tris/HCl pH 8,45 
  0,1 %   SDS 
  13,3 %  Glycerin 
   0,05 %  Ammoniumperoxodisulfat 
  0,05 %  TEMED 
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Sammelgel: T = 4 % 
C = 3 %  
0,75 M  Tris/HCl pH 8,45 
   0,075 %  SDS 
   0,05 %  Ammoniumperoxodisulfat 
   0,10 %  TEMED 
 
 
Elektrodenpuffer: 
Kathodenpuffer: 0,1 M   Tris 
   0,1 M   Tricin 
   0,1 %   SDS 
Anodenpuffer: 0,2 M   Tris/HCl pH 8,9 
 
 
 
In einem Gelgießgestell wurde zunächst das Trenngel gegossen. Direkt vor dem Gießen der 
Gele wurden den Lösungen TEMED und Ammoniumperoxodisulfat als Radikalstarter für die 
Polymerisation zugegeben. Nach ca. 60 min wurde auf das auspolymerisierte Trenngel das 
Sammelgel gegossen. Mit Hilfe eines Teflonkamms wurden dabei Taschen für den 
Probenauftrag ausgespart. Die aufgetragene Probenmenge betrug 3-5 µl der Extrakte.  
 
 
Kathoden- und Anodenraum wurden mit den Pufferlösungen aufgefüllt. Die Elektrophoresen 
wurden bei konstanten bei 60 mA pro Gel durchgeführt. 
 
 
 
5.7.10.2 IEF 
Es wurden zuerst sogenannte Leergele hergestellt, die gelagert werden können. Sie wurden 
bei Bedarf rehydratisiert. 
 
Polymerisationslösung: T = 4,2 %  
C = 3 %  
    1,25 mM  Tris/HCl pH 8,4 
    4,35 %  Glycerin 
    0,10 %  TEMED 
    0,05 %  Ammoniumperoxodisulfat 
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Rehydratisierungslösung: 8 M   Harnstoff 
    2 %   Ampholine (pH 4,0-6,5) 
 
Zur Herstellung eines großporigen Dünnschichtgeles von 0,5 mm musste das Gel zur 
besseren Handhabung auf einen Gelträger gegossen werden. Als Gelträger wurde eine die 
entsprechende Gelmatrix kovalent bindende Polyesterfolie verwendet. Diese Folie, in eine 
Gelgießkassette eingespannt, besitzt auf einer Seite eine monomolekulare 
Doppelbindungsschicht, welche an der radikalisch verlaufenden Polymerisation der 
Gelmatrix teilnimmt. Nach Fertigstellung des Leergeles wurde dieses gewaschen, um nicht 
reagierte Acrylamid- und Bisacrylamidmonomere aus dem Gel zu entfernen, anschließend 
getrocknet und gelagert. Vor Gebrauch wurden die Gele auf die geeignete Größe 
zugeschnitten (5,2 cm x 4,5 cm) und in einer flachen Wanne (GelPool) in der 
Rehydratisierungslösung (1 ml) gequollen. Die Gele wurden mit Kerosin zur 
Kühlungsvermittlung blasenfrei auf die Kühlplatte der Separationskammer des Phast-Systems 
gelegt. Der Probenauftrag erfolgte mit speziellen Probenapplikatoren, die 4 µl Extrakt 
auftragen. Die Separationsbedingungen für die IEF sind in Tab. 17 angegeben 
 
Tab. 17 Seperationsbedingungen für die IEF 
 Spannung in V Stromstärke in mA Leistung in W Temperatur in °C  
 500 2 1,0 10  
 1800 4 3,0 10  
 2000 3 3,5 10  
 
 
5.7.10.3 2D Elektrophorese 
 
Für die 2D Elektrophorese wurde zunächst eine IEF wie oben beschrieben durchgeführt, die 
IEF-Gele wurden anschließend so zerschnitten, dass Gelstreifen mit den einzelnen Banden 
einer Probe erhalten wurden. Dann wurden diese direkt in der zweite Dimension eingesetzt 
oder bei -78 °C eingefroren.  
Die zweite Dimension bestand aus einer SDS-PAGE, die wie oben beschrieben durchgeführt 
wurde; nur der Vernetzungsgrad wurde von T = 12,5% auf T = 15 % erhöht. C blieb wie bei 
den eindimensionalen Gelen bei 3 %. 
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5.7.11 Detektion von Proteinen im Elektropherogramm 
Die Detektion der Proteine bei der PAGE erfolgte durch Anfärbung mit Coomassie Brillant 
Blue in einer modifizierten Methode nach Weber und Osborn88. 
 
 
5.7.11.1 Comassie-Brilliant-Blue-Färbung 
 
Färbelösung:  0,1 %  CBB R-250 
   45 %  Methanol 
   10 %  Essigsäure 
Entfärbelösung*: 5 % Methanol 
   10 %  Essigsäure 
 
*Zum Reinigen der Entfärbelösung nach dem Entfärben der Gele wurde diese über einen Aktivkohlefilter 
gegeben. 
 
 
Nach der Elektrophorese wurden die Gele durch 30 min Schütteln in der Färbelösung 
angefärbt. Die Entfernung der Hintergrundfärbung erfolgte durch Schütteln in der 
Entfärbelösung, wobei diese mehrfach gewechselt wurde. 
Anschließend wurden die Gele mit H2Obidest gewaschen und in Gelfolien eingeschweißt. 
 
 
 
5.7.11.2 Fokussierung 
Bei der IEF erfolgt die Detektion der Proteine durch Anfärbung mit CBB R-250 nach einer 
modifizierten Anleitung der Fa. Pharmacia 
 
Fixierlösung:  20 %  Trichloressigsäure 
 
Färbelösung:  0,02 % CBB R-250 
   30 %  Methanol 
   10 %  Essigsäure 
 
Entfärbelösung: 30 %  Methanol 
   10 %  Essigsäure 
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Färbeprogramm für die mittels IEF erhaltenen Gele. 
 Lösung Färbedauer 
in min 
Temperatur 
in °C 
 
   Fixierlösung 5 20  
   Entfärberlösung 2 20  
   Färbelösung 25 50  
   Entfärberlösung 15 50  
   Entfärberlösung 10 50  
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